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2. Streszczenie

Cukrzyca stanowi jedno z najwigkszych wyzwan zdrowotnych wspoétczesnosci, a jej przebieg
zwigzany jest z postepujaca dysfunkcja 1 utrata komorek [ trzustki. Prawidlowe
funkcjonowanie tych komorek zalezy od zdolnosci do intensywnej syntezy i wydzielania
insuliny, co wymaga sprawnych mechanizméw fatdowania proinsuliny. Kluczowg rolg w tym
procesie odgrywaja molekularne chaperony i1 izomerazy peptydylo-prolilowe, w tym
peptydylo-prolyl cis-trans izomeraza 2 (FKBP2). Celem niniejszej rozprawy byto zbadanie
roli FKBP2 w procesie roznicowania i powstawaniu ludzkich komorek B in vitro, z
wykorzystaniem pluripotencjalnych komoérek macierzystych (ang. human pluripotent stem
cells, hPSC). Postawiono hipoteze, ze biatko FKBP2 uczestniczy w prawidlowym fatdowaniu
proinsuliny, a jego brak prowadzi do aktywacji stresu retikulum endoplazmatycznego (ER),
zaburzen homeostazy wapniowej oraz zmian w roznicowaniu w kierunku komoérek . W
pracy opracowano trzy modele hPSC: 1) z delecja genu FKBP2 (ang. FKBP?2 knockout, KO),
2) z jego nadekspresja (ang. FKBP2 gene overexpression, OE) oraz 3) z indukowang delecja
genu (ang. FKBP2 induced knockout, iKO). Hodowla hPSC byta réznicowana w kierunku
komoérek [ 1 analizowana z wykorzystaniem szeregu technik, wlaczajac w to
immunofluorescencje, western blot, mikroskopi¢ ze strukturalnym os$wietleniem i
elektronowa, testy sekrecji insuliny, pomiary st¢zenia wapnia oraz sekwencjonowanie RNA
pojedynczych komorek (ang. single cell RNA-sequencing, scRNA-seq). Uzyskane wyniki
pozwolity stwierdzi¢, ze brak FKBP2 prowadzi do spadku syntezy insuliny przy zachowanej
produkcji  proinsuliny, akumulacji C-peptydu, zaburzen morfologii ziarnistosci
wydzielniczych oraz zmian w poziomie biatek uczestniczacych w powstawianiu komorek .
Rownoczesnie obserwowano aktywacje stresu ER oraz spadek syntezy bialka SERCA2, co
skutkowalo zaburzong homeostazg wapniowa. Analizy scRNA-seq ujawnily aktywacje
szlaku NFAT2-HDAC9, prowadzaca do zmiany fenotypu w kierunku komorek a trzustki.
Interwencja farmakologiczna hamujaca funkcje HDACY9 czeSciowo przywrdcita synteze
insuliny i znaczaco spowolnita proces réoznicowania w stron¢ komorek a. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze FKBP2 pelni wieloaspektowa role w komodrkach B — dziala jako biatko
opiekuncze wspomagajace faldowanie proinsuliny, jako regulator odpowiedzi na stres
siateczki $rodplazmatycznej (ER) i modulator homeostazy wapniowej oraz jako czynnik
stabilizujacy ,,tozsamos$¢” komorek B. Jego brak inicjuje kaskade zaburzen molekularnych
prowadzacych do utraty funkcjonalnos$ci i przeprogramowania procesu rdéznicowania w

kierunku komorek a. Wyniki te sugeruja, ze FKBP2 moze by¢ potencjalnym biomarkerem



funkcji 1 wydajnosci procesu roznicowania komorek f z hPSC, co jest istotne dla terapii
komoérkowych 1 interwencji farmakologicznych ukierunkowanych na poprawe powstawania i

funkcjonowania komorek B w cukrzycy.



Abstract

Diabetes presents a significant health challenge today, primarily linked to the progressive
dysfunction and loss of pancreatic B-cells. The effective functioning of these cells relies on
their ability to quickly synthesize and secrete insulin, which hinges on the proper mechanisms
for proinsulin folding. In this regard, molecular chaperones and peptidyl-prolyl isomerases,
particularly peptidyl-prolyl cis-trans izomerase 2 (FKBP2), are crucial. This dissertation aims
to explore the role of FKBP2 in the differentiation and formation of human B-cells in vitro,
leveraging human pluripotent stem cells (hPSCs). It is believed that FKBP2 plays a crucial
role in ensuring proinsulin folds correctly, and its absence triggers endoplasmatic reticulum
(ER) stress, disrupts calcium homeostasis, and affects the differentiation process towards -
cells. To investigate this, three hPSC models were established: 1) a model with the FKBP?2
gene deleted (knockout, KO), 2) a model with FKBP2 overexpression (OE) and 3) a model
with an induced knockout of the gene (iKO). The cell cultures were directed toward B-cells
and assessed through a diverse range of techniques, including immunofluorescence, Western
blotting, structured illumination microscopy, electron microscopy, insulin secretion assays,
calcium measurements, and single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq). The findings
indicated that FKBP2 deficiency results in reduced insulin synthesis while maintaining
proinsulin production. This was accompanied by C-peptide buildup, changes in secretory
granule structure, and diminished expression of B-cell maturation markers. At the same time,
there was evidence of ER stress activation and lower levels of SERCA2 protein, which led to
disrupted calcium balance. Further scRNA-seq analysis uncovered activation of the NFAT2-
HDACY9 pathway, suggesting a transition toward a pancreatic o-cell phenotype.
Pharmacological intervention that inhibits HDACY9 function has been shown to partially
restore insulin synthesis and notably slow the differentiation process toward a-cells. This
highlights the multifaceted role of FKBP2 in B-cells: it serves as a chaperone for proinsulin
folding, regulates the endoplasmic reticulum (ER) stress response, modulates calcium
homeostasis, and stabilizes B-cell identity. When FKBP2 is absent, it triggers a cascade of
molecular disruptions that result in a loss of functionality and a shift in the differentiation
process toward a-cells (cellular reprogramming). These findings suggest that FKBP2 could
be a valuable biomarker for assessing the function and efficiency of B-cell differentiation
from hPSCs, which is crucial for advancing cell therapies and pharmacological strategies

aimed at enhancing B-cell formation and function in diabetes.
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5. Wstep

Cukrzyca (lac. diabetes mellitus) to grupa przewleklych choréb metabolicznych, ktérych
wspolng cechg jest hiperglikemia, czyli podwyzszone stezenie glukozy we krwi, wynikajace
z defektow w wydzielaniu lub dziataniu insuliny — hormonu kluczowego dla metabolizmu
weglowodanow, thuszezow 1 biatek. Jedynym znaczacym zrodtem insuliny w organizmie sg
komorki typu B w trzustce. Wyrdznia si¢ kilka podstawowych typoéw cukrzycy, z ktérych
najczestsze to cukrzyca typu 1 (ang. type I diabetes, T1D) oraz cukrzyca typu 2 (ang. type 2
diabetes, T2D) !. T1D ma charakter autoimmunologiczny i zwykle ujawnia si¢ w wieku
dziecigcym lub mlodzienczym. Charakteryzuje si¢ catkowitym zniszczeniem komorek f3
trzustki, prowadzacym do bezwzglednego niedoboru insuliny. Leczenie tej postaci cukrzycy
opiera si¢ na podawaniu insuliny egzogennej. Z kolei T2D rozwija si¢ najczgsciej u osob
dorostych i wynika z postepujacej insulinoopornosci, czyli zmniejszonej wrazliwosci tkanek
na insuling, potaczonej z upos$ledzong funkcja wydzielnicza komoérek B trzustki 23. T2D
stanowi zdecydowang wigkszo$¢ przypadkow cukrzycy — wedlug danych Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego (PTD), odpowiada za okoto 90% wszystkich zachorowan *,
Istnieja takze inne, rzadsze formy cukrzycy, takie jak cukrzyca monogenowa (np. Maturity
Onset Diabetes of the Young, MODY), cukrzyca wtdrna (np. w przebiegu chorob trzustki lub
przy stosowaniu niektorych lekow), a takze cukrzyca cigzowa, pojawiajaca si¢ w czasie ciazy
1 zwigkszajaca ryzyko rozwoju T2D w po6zniejszym okresie zycia. Skala problemu cukrzycy
w Polsce ro$nie w alarmujagcym tempie. Szacuje si¢, ze choroba ta dotyka juz ponad 3
miliony Polakéw, z czego nawet u 1 miliona 0s6b moze pozostawaé niezdiagnozowana °.
Wsréd wszystkich postaci cukrzycy to wlasnie T2D stanowi obecnie najwigksze wyzwanie
zdrowotne zaréwno w Polsce, jak 1 na $wiecie. Wedlug szacunkow Migdzynarodowe;j
Federacji Diabetologicznej (ang. International Diabetes Federation, IDF), do roku 2045
liczba chorych z T2D moze przekroczy¢ 780 milionéw na §wiecie, co odzwierciedla zarowno
rosnagcy wpltyw czynnikéw Srodowiskowych, jak 1 indywidualnych predyspozycji
genetycznych . W warunkach fizjologicznych komorki B trzustki sg zdolne do dynamicznej
regulacji wydzielania insuliny, odpowiadajagc na zmiany st¢zenia glukozy we krwi. W
przebiegu T2D poczatkowy etap kompensacyjnej hiperinsulinemii przechodzi w fazg
dekompensacji, podczas ktorej komorki B nie sa juz w stanie utrzymac¢ odpowiedniego
poziomu sekrecji insuliny. Prowadzi to do progresji hiperglikemii 1 pojawienia si¢
pierwszych widocznych objawow klinicznych choroby. Przy znacznym niedoborze lub braku

insuliny w celu produkcji energii dochodzi do spalania tluszczow zamiast glukozy, co
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prowadzi do nadmiernej produkcji ciat ketonowych wywotujacych kwasice metaboliczng, do

ktorych zalicza si¢ m.in. cukrzycowg kwasice ketonowg (DKA) 7.

W przeciwienstwie do T1D, T2D nie wynika z autoimmunologicznego procesu niszczenia
wysp trzustkowych, lecz ze stopniowej utraty funkcji i masy komorek B — zjawiska
okreslanego jako ,,B-cell failure”. W patogenezie tego procesu kluczowa rol¢ odgrywaja
czynniki  $rodowiskowe, zaburzenia mitochondrialne oraz deregulacja systemow
odpowiedzialnych za homeostaze biatek (proteostaze) 3°. Na poziomie molekularnym T2D
powiagzana jest z kilkoma kluczowymi mechanizmami molekularnymi, m. in.
insulinooporno$cig w tkankach obwodowych (ktéra wywotuje wzrost zapotrzebowania na
insuling), stresem oksydacyjnym i stanem zapalnym prowadzacym do uszkodzenia DNA,
biatek i lipidow w komodrkach B !9, zaburzeniami homeostazy ER i aktywacja zbiorczej
odpowiedzi komorek na nieprawidtowo sfaldowane biatka (ang. unfolded protein response,
UPR). W warunkach przewlektych moze skutkowaé to apoptozg komoérek B !, zwigkszong
akumulacja nieprawidtowo sfaldowanej proinsuliny, co w konsekwencji zaburza zdolno$¢ do

produkcji i sekrecji aktywnej, prawidtowo pofatdowanej insuliny.

Badania wskazuja, ze nieprawidtowosci w procesie faldowania insuliny moga by¢ jednym z
pierwszych sygnatéw uposledzonej funkcji komérek B w T2D 2. W tym konteks$cie coraz
wicksze zainteresowanie budza biatka opiekuncze (molekularne chaperony) i peptydylo-
prolyl cis-trans izomerazy (PPlazy, immunofiliny), enzymy ktére uczestnicza w procesie
faldowania proinsuliny oraz zapobiegaja jej agregacji w ER, gdzie katalizuja inwersj¢
wigzania peptydowego pomiedzy reszta proliny a poprzedzajacym ja aminokwasem,
zmieniajac jego konformacje z cis na trans i odwrotnie '3, Zrozumienie mechanizmow
molekularnych prowadzacych do zaburzenia funkcji komorek B jest kluczowe nie tylko dla
rozwoju nowych terapii, ale takze dla poprawy skutecznosci strategii regeneracyjnych w

cukrzycy.

Ludzkie pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. human pluripotent stem cells, hPSC)
stanowig wazne narzedzie badawcze w biologii rozwoju, fizjologii komoérkowej oraz
medycynie regeneracyjnej. Dzigki zdolnosci do réznicowania si¢ we wszystkie typy komorek
somatycznych, hPSC umozliwiaja zaréwno odtworzenie w warunkach in vitro gléwnych
etapow embriogenezy, jak i uzyskanie dojrzatych, funkcjonalnych fenotypow komorek

ludzkiego organizmu '*. Komorki te mogg by¢ pochodzenia embrionalnego (ang. embryonic

12



stem cells, ESC), uzyskiwane z blastocysty lub podlega¢ indukcji (ang. induced pluripotent
stem cells, iPSC), tj. powstawac poprzez reprogramowanie komoérek somatycznych do stanu
pluripotencji, na przyklad w wyniku ekspresji czynnikow Yamanaki: czynnika
oktamerowego 4 (ang. octamer-binding transcription factor 4, OCT4), czynnika SRY-
podobnego 2 (ang. SRY-box transcription factor 2, SOX2), czynnika Kriippela 4 (ang.
Kriippel-like  factor 4, KLF4) 1 czynnika transkrypcyjnego c-MYC (ang. avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog, c-MYC) 5. Zaréwno komorki ESC, jak i iPSC
wykazuja zdolnos¢ do nieograniczonej proliferacji in vitro oraz do ré6znicowania w komorki
mezodermalne, endodermalne i ektodermalne, co czyni je wszechstronnym modelem
badawczym '°. Whasciwosci te umozliwiajg nie tylko prowadzenie badan podstawowych nad
mechanizmami réznicowania i rozwoju cztowieka, ale rdwniez tworzenie modeli chorodb,
badania toksykologiczne oraz opracowywanie nowoczesnych terapii komorkowych i
genowych !7. Modele réznicowania hPSC do funkcjonalnie dojrzatych komorek trzustki
stanowig obecnie jedno z najbardziej obiecujacych narzedzi do badania patogenezy cukrzycy
oraz testowania nowych podej$¢ farmakologicznych '8!, W tym aspekcie, jednym =z
najbardziej obiecujacych zastosowan hPSC jest tworzenie komorek wydzielniczych
(endokrynnych) trzustki, a zwtaszcza produkujacych insuling komorek B, ze wzgledu na ich
kluczowa role w utrzymaniu homeostazy glukozy. Co wigcej, komorki te sa gtdwnym celem

destrukcji autoimmunologicznej w T1D oraz zrédtem dysfunkeji w T2D 2° (Rycina 1).
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Typy hPSC (ludzkie pluripotentne
T1D (autoimmunologiczna komérki macierzyste)
destrukcja komorek p — Nieograniczona proliferacja i
niedobér insuliny) zdolnos¢ réznicowania (endo-,
T2D (insulinoopornosé + mezo-, ektoderma)
dysfunkcja komaorek B — Mozliwosé uzyskania komérek
niewydolnos¢ komorek ) trzustki, w tym komérek
inne: MODY, wtdrna, cigzowa produ kujqcych insu|in§
]
Zastosowanie w
— diabetologii
Réznicowanie hPSC —
d komérki B
Patogeneza T2D Modelowanie
Insulinoopornos¢ 4 patogenezy T1D i T2D
Stres oksydacyjny. i zapalny — Testowanie nowych
uszkodzenie DNA, biatek, lekow
lipidow Perspektywa dla terapii
Stres ER + UPR — regeneracyjnych
nieprawidtowe fatdowanie
proinsuliny — apoptoza Rola biatek opiekunczych i
komorek B PPlaz
Zaburzenia mitochondrialne — Utatwiajg fatdowanie
utrata funkgji i masy komorek 3 proinsuliny w ER

Rycina 1. Schematyczne ujecie wybranych aspektow patogenezy i terapii cukrzycy.

W centrum diagramu znajduje si¢ pojecie ,,cukrzyca”, wokot ktorego przedstawiono kluczowe
zagadnienia: Typy cukrzycy — obejmujace T1D (autoimmunologiczne zniszczenie komorek [
prowadzace do bezwzglednego niedoboru insuliny), T2D (insulinoopornos¢ potaczona z dysfunkcja
komorek B, tzw. B-cell failure) oraz inne, rzadsze postacie (MODY, wtdrna, cigzowa). Patogeneza
T2D - mechanizmy molekularne obejmujace insulinoopornos$¢, stres oksydacyjny i zapalny
uszkadzajacy DNA, biatka i lipidy, zaburzenia fatldowania bialek w siateczce srodplazmatycznej (stres
ER stres, aktywacja UPR) skutkujace apoptoza komorek P, a takze dysfunkcje mitochondrialng
prowadzaca do utraty ich masy i funkcji. Rola bialek opiekunczych i PPlaz — ktore wspomagaja
prawidtowe faldowanie proinsuliny w siateczce S$rodplazmatycznej, stanowiac potencjalny cel
interwencji terapeutycznych. hPSC (ludzkie pluripotencjalne komodrki macierzyste) —
charakteryzujace si¢ nicograniczong proliferacja i zdolnoscig do réznicowania w trzy listki zarodkowe,
z mozliwoscia uzyskania komoérek trzustki, w tym komorek  produkujacych insuling. Zastosowania
w diabetologii — obejmujace rdéznicowanie hPSCs do komoérek B, modelowanie patogenezy T1D i
T2D, badania nad mechanizmami dysfunkcji komodrek B, testowanie nowych lekow oraz rozwoj
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strategii terapii regeneracyjnych. Diagram ukazuje ztozono$¢ procesow lezacych u podstaw cukrzycy
typu 2 oraz podkresla potencjat wykorzystania hPSCs jako innowacyjnego narzgdzia badawczego i
terapeutycznego.

Roéznicowanie hPSCs do komorek B obejmuje kilka etapéw nasladujacych rozwdj zarodkowy
1 proces embriogenezy. Proces ten rozpoczyna si¢ od indukcji endodermy ostatecznej (zwanej
réwniez definitywna, ang. definitive endoderm, DE), po ktérej nastgpuje formowanie
endodermy przedtrzustkowej (tworzacej zawigzki trzustki), w ktorej aktywacja czynnika
transkrypcyjnego trzustkowo-dwunastniczego 1 (ang. pancreatic and duodenal homeobox 1,
PDXT1) oraz watrobowego czynnika transkrypcyjnego 1B (ang. hepatocyte nuclear factor 1
beta, HNF1B) okresla tozsamos$¢ komorek trzustki. Kolejne etapy to roznicowanie do
progenitorow trzustkowych (ang. pancreatic progenitors, PP), nastepnie progenitoréw
endokrynnych (ang. endocrine progenitors, EP) az po finalne powstawanie dojrzatych

komorek B (Rycina 2) 2021,

0OCT3/4 FOXA2 PDX1/NKX6-1 NGN3/CHGA C-PEP/INS/NKX6-1

RA, S1 PdBu, Alk5i Il

5 AlK5i 1l
hPSC dni 0-3 DE dni 4-12 PP dni 13-20 EP dni 21+ B

Rycina 2. Schemat przedstawia protokol réznicowania in vitro ludzkich pluripotencjalnych
komérek macierzystych (hPSC) do komérek B trzustki.
Poszczegolne stadia procesu roznicowania charakteryzuja si¢ obecnoscig specyficznych markerow:
OCT3/4 dla komérek pluripotencjalnych (hPSC), FOXA2 dla endodermy ostatecznej (DE), PDXI1 i
NKX6-1 dla progenitorow trzustkowych (PP), NGN3 i CHGA dla progenitorow endokrynnych (EP)
oraz NKX6-1, insulina (INS) i C-PEP dla dojrzatych komoérek B. Na schemacie przedstawiono
rowniez czynniki uzywane do réznicowania, ktdre — poprzez aktywacje badz hamowanie okreslonych
szlakow sygnatowych — warunkuja przejscie komorek do kolejnych etapow: AA — Aktywina A,
aktywujaca szlak TGF- (ang. Activin A), CHIR — CHIR99021, inhibitor kinazy GSK3p, prowadzacy
do aktywacji szlaku Wingless-related intergration site (Wnt), KGF — Czynnik wzrostu keratynocytow
(ang. Keratinocyte Growth Factor), LDN — LDN193189, inhibitor szlaku BMP (ang. Bone
Morphogenetic Protein), RA — Kwas retinowy, aktywujacy szlak receptorow kwasu retinowego (ang.
Retinoic Acid), S1 — inhibitor szlaku Hedgehog (Sant-1), PdBu — 12,13-dwumaslan forbolu (ang.
Phorbol 12,13-dibutyrate), aktywator PKC (ang. Protein Kinase C), Alk5i Il — ALKS inhibitor II,
Inhibitor receptora ALKS, T3 — Troéjjodotyronina (ang. Triiodothyronine), dziatajaca poprzez szlak
receptorow hormonow tarczycy, BC — Betacelulina (ang. Betacellulin), czynnik wzrostu aktywujacy
szlak EGF (ang. Epidermal Growth Factor). Na schemacie dodatkowo zaznaczono czas (w dniach)
potrzebny do przejscia komorek na kolejne stadium réznicowania.
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Kazdy z wymienionych etapdw wymaga precyzyjnej regulacji szlakéw sygnatowych, takich
jak Nodal, biatko morfogenetyczne kosci (ang. bone morphogenetic protein, BMP), czynnik
wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor, FGF) czy szlak sygnalowy Wnt (ang.
Wingless-related intergration site, Wnt) a takze kontroli ekspresji kluczowych czynnikéw
transkrypcyjnych, m.in. czynnika SRY-podobnego 17 (ang. SRY-box transcription factor 17,
SOX17), czynnika forkhead A2 (ang. forkhead box A2, FOXA2), czynnika transkrypcyjnego
trzustkowo-dwunastniczego 1 (ang. pancreatic and duodenal homeobox 1, PDX1), czynnika
transkrypcyjnego z rodziny homeobox NK6 (ang. NK6 homeobox 1, NKX6.1), neurogeniny 3
(ang. neurogenin 3, NGN3), insuliny (ang. insulin, INS) oraz homologa onkogenu
migsakowego v-Maf typu A (ang. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene

homolog A, MAFA) 2022,

Szczegolng role odgrywa ekspresja genu NGN3, ktory pelni funkcje ,,przetacznika”
kierujacego komorki w strone fenotypu endokrynnego. Aktywacja NGN3 uruchamia sie¢
czynnikow transkrypcyjnych obejmujacg m.in. NKX2.2 (ang. NK2 homeobox 2), PAX6 (ang.
paired box 6), bialko zwigzane z insulinoma 1 (ang. Insulinoma-Associated 1, INSM1I) co
posrednio prowadzi do aktywacji genu INS 1 ostatecznie do powstania funkcjonalnych

komorek B zdolnych do wydzielania insuliny 2324,

Pomimo istotnych postgpow w optymalizacji protokotow roznicowania, do uzyskania
dojrzatych komorek B zdolnych do wydzielania insuliny w sposob zalezny od glukozy
niezbedne jest pelniejsze zrozumienie procesOw molekularnych determinujacych ich
funkcjonalno$¢ 4?0, Zachowanie cech charakterystycznych oraz pelnej funkcjonalno$ci
komoérek P uzyskanych in vitro wymaga nie tylko precyzyjnego sterowania procesem
réznicowania, ale takze zapewnienia im sprawnych mechanizméw utrzymania homeostazy
biatek. W tym konteks$cie, coraz wigcej danych wskazuje, ze dojrzewanie funkcjonalne
komorek B nie zalezy wytacznie od aktywnosci programéw transkrypcyjnych, ale rowniez od
rownowagi pomigdzy sygnalizacja wapniowa a mechanizmami epigenetycznej kontroli
genow 226, Czynniki transkrypeyjne z rodziny NFAT, takie jak NFAT2 (inaczej NFATCI;
ang. nuclear factor of activated T-cells 2) aktywowany w odpowiedzi na wzrost stgzenia Ca>*
i dzialanie kalcyneuryny (ang. calcineurin, Cn) — reguluja ekspresje genow istotnych dla
funkcji komorek B, w tym zwigzanych z sekrecjg insuliny 1 komunikacja migdzykomoérkowa,
a doniesienia sugeruja, ze moga rowniez modulowa¢ geny bioragce udzial w ich

dojrzewaniu®”?, Efektywno$¢ dziatania NFAT2 zalezy jednak od odpowiedniej dostepnosci
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chromatyny, co czyni go podatnym na wpltyw mechanizmoéw epigenetycznych. W tym
kontek$cie szczegdlne znaczenie ma deacetylaza histonowa 9 (ang. histone deacetylase 9,
HDACY), ktorej nadmierna aktywnos$¢ moze ogranicza¢ mozliwo$¢ wigzania NFAT2 z

sekwencjami regulatorowymi gendw docelowych, potencjalnie thumigc jego korzystne efekty.

Represyjna aktywno$s¢ HDAC9 moze natomiast ogranicza¢ dojrzewanie i funkcjonalno$é
tych komorek 2°. Nadmierna aktywacja histonowych deacetylaz klasy Ila, w tym HDACY,
moze prowadzi¢ do represji genéw kluczowych dla  tozsamosci komorkowej, a w
konsekwencji do jej utraty ». HDACY dziata jako epigenetyczny represor transkrypcji,
deacetylujacy histony i ograniczajgcy dostepno$¢ chromatyny dla czynnikow aktywujgcych 2°.
Co istotne, badania wykazaly, ze farmakologiczne zahamowanie deacetylazy HDAC9
prowadzi do zwi¢kszenia liczby dojrzalych i funkcjonalnych komoérek B, co sugeruje, ze
jej aktywno$¢ stanowi przeszkode w ich pelnym réznicowania w kierunku komorek f *°.
W tym kontek$cie rownowaga w aktywnosci aktywatorow transkrypcyjnych, takich jak
NFAT2, a represorami epigenetycznymi, takimi jak HDACY9, wydaje si¢ kluczowa dla

uzyskania w petni funkcjonalnych komorek f.

Jednym z najbardziej krytycznych aspektow funkcji komorek B jest ich zdolno$¢ do syntezy,
faldowania i wydzielania duzych ilosci insuliny — hormonu biatkowego produkowanego w
postaci preproinsuliny i dojrzewajacego w ER oraz aparacie Golgiego. Wysoka aktywnos¢
biosyntetyczna sprawia, ze komorki B s3 szczegélnie podatne na zakldcenia w systemie
proteostazy, a wigc zestawie mechanizméw odpowiedzialnych za prawidlowe fatdowanie,
modyfikacj¢ potranslacyjna, transport i degradacj¢ biatek. W tym kontekscie produkcja
hormonu bialkowego insuliny stanowi jeden z najbardziej wymagajacych procesow
biosyntezy biatek. Jest ona procesem wysoce zorganizowanym 1 zaleznym od prawidlowego
funkcjonowania systemu proteostazy komoérkowej i ER. Kluczowa rolg w tym systemie
odgrywaja bialka opiekuncze (tzw. chaperony molekularne), ktére wspomagaja prawidlowe
faldowanie substratow bialkowych, zapobiegaja ich agregacji i kieruja nieprawidtowo
sfatdowane biatka do degradacji ®. Proinsulina, jako forma prekursorowa, syntetyzowana jest
na rybosomach zwigzanych z ER, gdzie ulega faldowaniu z wykorzystaniem chaperonow
molekularnych, takich jak biatko wigzace immunoglobulinu BiP (ang. Binding
immunoglobulin protein, zwane takze jako 78 kDa biatko regulowane glukoza, glucose-
regulated protein 78 kDa, GRP78 ), kalneksyny (ang. calnexin, CNX), kalretikuliny (ang.

calreticulin, CARL) oraz biatek z rodziny PDI (opisane szczegélowo w Publikacji 2).

17



Do utworzenia poprawnej struktury proinsuliny, krytyczne jest tworzenie mostkow
dwusiarczkowych miedzy resztami cysteiny, co determinuje stabilno$¢ jej konformacji oraz

mozliwos¢ dalszej obrobki proteolitycznej w aparacie Golgiego 3!%2.

Wysokie zapotrzebowanie na insuling, wynikajace z insulinoopornos$ci, czgsto przekracza
zdolno$ci komorek B do prawidlowego faldowania proinsuliny w ER, co prowadzi do jej
nieprawidlowego przetwarzania i potencjalnie do apoptozy komorek B. W sytuacjach
przewlektego przecigzenia syntetycznego, takich jak w T2D, ER nie nadaza z poprawnym
sktadaniem nowo syntetyzowanych biatek. W rezultacie dochodzi do gromadzenia
niefunkcjonalnych form proinsuliny, co wyzwala reakcje obronne komorki i ostatecznie
moze prowadzi¢ do jej $Smierci — nawet niezaleznie od klasycznej odpowiedzi na stres ER.
Zrozumienie szczegOlowych etapoéw faldowania proinsuliny i1 identyfikacja kluczowych
biatek uczestniczacych w tym procesie jest kluczowe dla poznania patofizjologii T2D oraz
opracowania nowych strategii terapeutycznych 122334 Faldowanie proinsuliny to
skomplikowany proces obejmujacy tworzenie mostkéw dwusiarczkowych z pomocg biatek
opiekunczych oraz przej$cia konformacyjne, ktére umozliwiajg przeksztalcenie liniowego
tancucha aminokwas6w w funkcjonalng strukture przestrzenng. Wszystkie te etapy musza
by¢ precyzyjnie zsynchronizowane, a ich prawidlowy przebieg zalezy od obecno$ci zaréwno
biatek opiekunczych, jak 1 wyspecjalizowanych enzyméw. Niewielkie odchylenia w
konformacji lub zaklécenie dynamiki faldowania mogg skutkowaé powstawaniem
nieprawidlowych form nieaktywnych biologicznie. Jednym z krytycznych momentéw w tym
procesie jest izomeryzacja reszt proliny, ktora jako jedyny aminokwas moze wystepowaé w
konformacjach cis 1 trans. To wtasnie zmiana konformacji wokdét wigzania peptydowego X-
Pro decyduje o lokalnej strukturze biatka i jego dalszym sktadaniu. Poniewaz spotaniczna
izomeryzacja jest procesem powolny 1 termodynamicznie ograniczony, komorka
wykorzystuje izomerazy peptydylo-prolilowe, aby utrzymac tempo syntezy bialek zgodne z
potrzebami metabolicznymi. Obecnos$¢ proliny bedacej w niewtasciwej konformacji
przestrzennej moze prowadzi¢ do spowolnienia/inhibicji procesu fatdowania 1 akumulacji Zle
sfatldowanego biatka. W kontek$cie proinsuliny oznacza to realne ryzyko zatrzymania jej
dojrzewania i nieprawidtowego sortowania w aparacie sekrecyjnym. Zamiast aktywnego
hormonu, powstaja wtedy nieprawidlowe agregaty, ktore przeciazaja system kontroli jakosci

ER 34,
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W ER zachodza zlozone procesy faldowania bialek sekrecyjnych, obejmujace tworzenie
mostkow dwusiarczkowych, izomeryzacje wigzan peptydylo-prolilowych, glikozylacj¢ oraz
formowanie struktury trzeciorzedowej. Zaburzenia w ktorymkolwiek z tych etapow prowadza
do akumulacji Zle sfaldowanych biatek i aktywacji szlaku UPR 3° ktory peni funkcje
adaptacyjna, zwickszajac synteze biatlek opiekunczych 1 komponentéw systemu
degradacyjnego komorki 3¢. Aktywacja UPR uruchamia szereg mechanizmow adaptacyjnych
majacych na celu przywrdcenie homeostazy. Aktywowane zostaja trzy gtowne szlaki: enzym
wymagajacy inozytolu 1 (ang. inositol requiring enzyme 1, IRE1), kinaza PERK (ang. PKR-
like ER kinase, zwana tez EIF2AK3) oraz aktywujacy czynnik transkrypcyjny 6 (ang.
activating transcription factor 6, ATF6), ktére prowadza do zwigkszenia syntezy biatek
opiekunczych, zmniejszenia translacji bialek oraz nasilenia procesy degradacji bialek
zaleznej od retikulum endoplazmatyznego (ang. ER-associated degradation, ERAD). Jednak
przewlekta aktywacja UPR, zamiast dziatan adaptacyjnych, inicjuje $ciezki prowadzace do
apoptozy komorek. W kontekscie komorek B, przewlekly stres ER uznaje si¢ za jeden z
kluczowych mechanizméw prowadzacych do ich dysfunkcji oraz utraty, co obserwowane jest
w T2D 3. Wér6d molekularnych chaperonow obecnych w ER szczegdlne miejsce zajmujg
izomerazy peptydylo-prolinowe. Jedng z rodzin PPlaz sg biatka wigzace FK506 (ang. FK506-
binding proteins, FKBP) — biatka te zostaly pierwotnie zidentyfikowane jako czasteczki
wigzace leki immunosupresyjne, takie jak takrolimus (znany réwniez pod nazwa FK506),
lecz wykazujace niezalezne od farmakologii funkcje chaperonowe. Do tej rodziny nalezy
izomeraza peptydylo-prolyl cis-trans 2 (ang. FKBP Prolyl Isomerase 2, FKBP2)
niewielkie biatko o masie ok. 13 kDa, zakotwiczone w blonie siateczki $rodplazmatycznej i
zawierajgce pojedynczg domeng PPlazy %7, co sugeruje jego potencjalng role w nadzorze nad

faldowaniem biatek sekrecyjnych, w tym rowniez proinsuliny .

Funkcja biologiczna FKBP2 pozostaje stosunkowo stabo poznana. Dane proteomiczne i
badania in vitro sugeruja, ze FKBP2 moze uczestniczy¢ w faldowaniu bialek przeznaczonych
do wydzielania, ustabilizowa¢ ich strukture przestrzennej oraz zapobiegaé agregacji 3%,
Wysoka synteze biatka FKBP2 obserwowano w komodrkach o intensywnej aktywnosci
sekrecyjnej, takich jak komorki a czy komorki B, co sugeruje na potencjalne znaczenie biatka

w utrzymaniu proteostazy w Srodowisku silnego stresu ER 3.
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W kontek$cie réznicowania hPSC w kierunku komorek [, rola biatka FKBP2 pozostaje
nieznana. Biorgc pod uwage, ze powstawanie dojrzatej insuliny wymaga Scistej regulacji na
wielu etapach, w tym na etapie faldowania proinsuliny w ER, zasadne jest postawienie
hipotezy, ze FKBP2 odgrywa kluczowa funkcje pomocniczg w tym procesie. Zaburzenie
funkcji genu FKBP2 — poprzez jego wyciszenie, mutacj¢ lub delecje moze prowadzi¢ do
nieprawidlowego fatldowania proinsuliny, aktywacji stresu ER, a w efekcie do dysfunkcji lub
$mierci komorek . Rownoczes$nie, brak tego chaperonu podczas roznicowania hPSC mogtby
skutkowa¢ powstaniem nie w pelni uksztalttowanego fenotypu komorek zdolnych do

wysokiej aktywnosci sekrecyjnej, ograniczajac ich potencjat funkcjonalny i terapeutyczny.

Z punktu widzenia biologii rozwoju oraz zastosowan klinicznych, badania nad FKBP2 moga
dostarczy¢ waznych informacji na temat molekularnych determinant funkcjonalnej
dojrzatosci komorek P. Znajomo$¢ czynnikéw umozliwiajacych efektywne faldowanie i
wydzielanie bialek w warunkach obcigzenia ER moze przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia
protokotow roznicowania hPSC oraz do opracowania strategii ochrony komorek B w
kontekscie chorob metabolicznych. W szerszym ujeciu, FKBP2 moze stanowi¢ potencjalny
cel farmakologiczny w terapii T2D, w ktorej deficyt proteostazy i przewlekly stres ER
odgrywaja kluczowa rol¢ w progresji choroby. Biorac pod uwage powyzsze zagadnienia w
niniejszej pracy doktorskiej skupilam si¢ na zbadaniu roli FKBP2 w komorkach

trzustki podczas ich réznicowania i w procesie dojrzewania insuliny.
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Introduction

Diabetes mellitus is a group of chronic metabolic diseases whose common feature is
hyperglycemia, i.e., elevated blood glucose levels resulting from defects in the secretion or
action of insulin, a hormone essential for the metabolism of carbohydrates, fats, and proteins.
The only significant source of insulin in the body are the B-cells in the pancreas. There are
several basic types of diabetes, the most common of which are type 1 diabetes (T1D) and
type 2 diabetes (T2D) '. TID is autoimmune in nature and usually manifests itself in
childhood or adolescence. It is characterized by the complete destruction of pancreatic B-cells,
leading to absolute insulin deficiency. Treatment of this form of diabetes is based solely on
the administration of exogenous insulin. T2D, on the other hand, most often develops in
adults and results from progressive insulin resistance, i.e., reduced tissue sensitivity to insulin,
combined with impaired secretory function of pancreatic B-cells 23. T2D accounts for the vast
majority of diabetes cases — according to data from the Polish Diabetes Association (PTD), it
accounts for approximately 90% of all cases *. There are also other, rarer forms of diabetes,
such as monogenic diabetes (e.g., Monogenic Diabetes of the Young, MODY), secondary
diabetes (e.g., in the course of pancreatic diseases or when using certain medications), as well
as gestational diabetes, which occurs during pregnancy and increases the risk of developing
T2D in the future. The scale of the diabetes problem in Poland is growing at an alarming rate.
It is estimated that the disease already affects over 3 million Poles, of whom up to 1 million
may remain undiagnosed °. Among all forms of diabetes, T2D currently poses the greatest
health challenge both in Poland and worldwide. According to estimates by the International
Diabetes Federation (IDF), by 2045 the number of people with T2D may exceed 780 million
worldwide, reflecting both the growing influence of environmental factors and individual
genetic predispositions 6. Under physiological conditions, pancreatic B-cells are capable of
dynamically regulating insulin secretion in response to changes in blood glucose
concentration. In the course of T2D, the initial stage of compensatory hyperinsulinemia
progresses to a phase of decompensation, during which B-cells are no longer able to maintain
adequate insulin secretion. This leads to the progression of hyperglycemia and the appearance
of the first visible clinical symptoms of the disease. With a significant deficiency or lack of
insulin for energy production, fats are burned instead of glucose, leading to excessive
production of ketone bodies that cause metabolic acidosis, including diabetic ketoacidosis

(DKA) .
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Unlike T1D, T2D does not result from an autoimmune process destroying the pancreatic
islets, but from a gradual loss of function and mass of B cells — a phenomenon known as “B-
cell failure.” Environmental factors, mitochondrial disorders, and dysregulation of the
systems responsible for protein homeostasis (proteostasis) play a key role in the pathogenesis
of this process °. At the molecular level, T2D is associated with several key molecular
mechanisms, including insulin resistance in peripheral tissues (which causes an increase in
insulin demand), oxidative stress and inflammation leading to damage to DNA, proteins, and
lipids in B-cells '°, ER homeostasis disorders, and activation of the collective response of
cells to misfolded proteins (unfolded protein response, UPR). Under chronic conditions, this
can result in B-cell apoptosis '! and increased accumulation of misfolded proinsulin, which in

turn impairs the ability to produce and secrete active, correctly folded insulin.

Studies indicate that abnormalities in the insulin folding process may be one of the first signs
of impaired B-cell function in T2D '2. In this context, increasing interest is being shown in
molecular chaperones and peptidyl-prolyl cis-trans isomerases (PPlases, immunophilin),
enzymes that participate in the folding of proinsulin and prevent its aggregation in the ER,
where they catalyze the inversion of the peptide bond between proline and the residue of the
adjacent amino acid, changing its conformation from cis to frans and vice versa) '°.
Understanding the molecular mechanisms leading to -cell dysfunction is crucial not only for
the development of new therapies, but also for improving the effectiveness of regenerative

strategies in diabetes.

Human pluripotent stem cells (hPSCs) are a powerful research tool in developmental biology,
cellular physiology, and regenerative medicine. Thanks to their ability to differentiate into
almost all types of somatic cells, hPSCs enable both the in vitro recreation of the main stages
of embryogenesis and the production of mature, functional phenotypes of human cells !4,
These cells can be of embryonic origin (embryonic stem cells, ESCs), obtained from a
blastocyst, or induced (induced pluripotent stem cells, iPSCs), i.e., created by somatic cell
reprogramming to a pluripotent state, for example, as a result of the ectopic expression of
Yamanaka factors: octamer-binding transcription factor 4 (OCT4), SRY-like factor 2 (SOX2),
Kriippel factor 4 (KLF4) and c-MYC transcription factor (also called as avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog, ¢-MYC) '°. Both ESCs and iPSCs show the
ability to proliferate indefinitely in vitro and to differentiate into mesodermal, endodermal,

and ectodermal cells, making them a versatile research model 6. These properties enable not
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only basic research into the mechanisms of human differentiation and development, but also
the creation of disease models, toxicological studies, and the development of modern cell and
gene therapies 7. Models of hPSCs differentiation into functionally mature pancreatic cells
are currently one of the most promising tools for studying the pathogenesis of diabetes and
testing new pharmacological approaches '®!°. In this regard, one of the most promising
applications of hPSCs is the creation of pancreatic endocrine cells, particularly insulin-
producing B-cells, due to their key role in maintaining glucose homeostasis. Furthermore,
these cells are the main target of autoimmune destruction in T1D and the source of

dysfunction in T2D ?° (Figure 1).

Types hPSC
T1D (autocimmune destruction (human pluripotent stem cells)
of B cells = insulin deficiency) Unlimited proliferation and
T2D (insulin resistance + B-cell differentiation potential (endo-,
dysfunction — B-cell failure) meso-, ectoderm)
Other: MODY, secondary, Ability to generate pancreatic
gestational cells, including insulin-
producing [ cells
—_—
Applications in
S DIABETES diabetology
l Differentiation of hPSC
— B cells
Pathogenesis of T2D Modeling T1D and T2D
Insulin resistance 1 pathogenesis
Oxidative and inflammatory Testing novel drugs
stress = damage to DNA, Prospects for
proteins, lipids regenerative therapies
ER stress + UPR — impaired
proinsulin folding — B-cell
apoptosis Role of chaperone
Mitochondrial dysfunction — proteins and PPlases
loss of B-cell function and mass Facilitate proinsulin folding
in the ER

Figure 1. Schematic representation of selected aspects of diabetes pathogenesis and therapy.
At the center of the diagram is the concept of “Diabetes,” around which key issues are presented.
Types of diabetes include T1D (autoimmune destruction of B-cells leading to absolute insulin
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deficiency), T2D (insulin resistance combined with B-cell dysfunction, i.e., “B-cell failure”), and other,
less common forms (MODY, secondary, gestational). Pathogenesis of T2D encompasses molecular
mechanisms such as insulin resistance, oxidative and inflammatory stress causing damage to DNA,
proteins, and lipids, protein misfolding in the endoplasmic reticulum (ER stress, activation of the
unfolded protein response, UPR) resulting in B-cell apoptosis, as well as mitochondrial dysfunction
leading to the loss of B-cell mass and function. Role of chaperone proteins and PPlases — these
facilitate proper folding of proinsulin in the endoplasmic reticulum and represent potential therapeutic
targets. hPSCs (human pluripotent stem cells) are characterized by unlimited proliferation and the
capacity to differentiate into the three germ layers, with the possibility of generating pancreatic cells,
including insulin-producing p-cells. Applications in diabetology include differentiation of hPSCs into
B-cells, modeling the pathogenesis of T1D and T2D, studies on mechanisms of B-cell dysfunction,
testing of new drugs, and the development of regenerative therapy strategies. The diagram illustrates
the complexity of processes underlying type 2 diabetes and highlights the potential of hPSCs as an
innovative research and therapeutic tool.

The differentiation of hPSCs into B-cells involves several stages of embryonic development
resembling the process of early embryogenesis: starting with the induction of definitive
endoderm (DE), through the formation of the pre-pancreatic endoderm (forming the pancreas
bud), in which the activation of pancreatic and duodenal homeobox 1 (PDX1) and hepatocyte
nuclear factor 1 beta (HNF1p) determines the identity of pancreatic cells, differentiation into
pancreatic progenitors (PP), and then endocrine progenitors (EP) until the formation of

mature B-cells, as shown in Figure 2 202!,

OCT3/4 FOXAZ PDX1/NKX6-1 NGN3/CHGA C-PEP/INS/NKX6-1

LDN, 51,

R . :
RA, S1 PdBu, AlKSi Il AlK5i |l
hPSC .~ DE "As!, L Alsill, g
days 0-3 days 4-12 days 13-20 days 21+

Figure 2. The scheme illustrates an in vitro differentiation protocol of human pluripotent stem
cells (hPSC) into pancreatic p-cells. The individual stages of the differentiation process are
characterized by the presence of specific markers: OCT3/4 for pluripotent cells (hPSCs), FOXA2 for
definitive endoderm (DE), PDX1 and NKX6-1 for pancreatic progenitors (PP), NGN3 and CHGA for
endocrine progenitors (EP), and NKX6-1, insulin (INS), and C-PEP for mature B cells. The diagram
also shows sets of differentiation factors which, by activating or inhibiting specific signaling
pathways, determine the transition of cells to subsequent stages: AA — Activin A, activating the TGF-
B pathway, CHIR — CHIR99021, GSK3f inhibitor, leading to the activation of the Wingless-related
intergration site (Wnt) pathway, KGF — Keratinocyte Growth Factor, LDN — LDN193189, BMP
(Bone Morphogenetic Protein) pathway inhibitor, RA — Retinoic acid, activating the retinoic acid
receptor pathway, S1 — Hedgehog pathway inhibitor (Sant-1), PdBu — Phorbol 12,13-dibutyrate, PKC
(Protein Kinase C) activator, Alk5i II — ALKS inhibitor II, ALKS receptor inhibitor, T3 —
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Triiodothyronine, acting through the thyroid hormone receptor pathway, BC — Betacellulin, growth
factor activating the EGF (Epidermal Growth Factor) pathway. The diagram also shows the time (in
days) required for cells to progress to the next stage of differentiation.

Each of these stages requires precise regulation of signaling pathways such as Nodal, BMP
(bone morphogenetic protein), FGF (fibroblast growth factor) or Wnt (Wingless-related
intergration site), as well as control of the expression of key transcription factors, including
SRY-box transcription factor 17 (SOX17), forkhead box A2 (FOXA2), pancreatic and
duodenal homeobox 1 (PDX1), NK6 homeobox 1 (NK6 homeobox 1, NKX6.1), neurogenin
3 (NGN3), insulin (INS), and v-Maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A

(MAFA) 2022,

The expression of the NGN3 gene plays a special role, acting as a “switch” that directs cells
towards the endocrine phenotype. Activation of NGN3 triggers a network of transcription
factors including NKX2.2 (NK2 homeobox 2), PAX6 (paired box 6), insulinoma-associated
protein 1 (INSM1), which indirectly leads to the activation of the /NS gene and ultimately to

the formation of functional B-cells capable of secreting insulin 2324,

Despite significant progress in optimizing differentiation protocols, a more complete
understanding of the molecular processes determining their functionality is necessary to
obtain mature B-cells capable of glucose-dependent insulin secretion 42, Maintaining the
characteristic features and full functionality of B-cells obtained in vitro requires not only
precise control of the differentiation process but also ensuring efficient mechanisms for
maintaining protein homeostasis. In this context, more and more data indicate that the
functional maturation of B-cells does not depend solely on the activity of transcriptional
programs, but also on the balance between calcium signaling and epigenetic gene control
mechanisms 2°2°, Transcription factors from the NFAT family, such as NFAT2 (also known
as NFATCI; nuclear factor of activated T-cells 2) — activated in response to increased Ca**
concentration and calcineurin (Cn) — regulate the expression of genes important for -cell
function, including those related to insulin secretion and intercellular communication, and
reports suggest that they may also modulate genes involved in their maturation 2?8, However,
the effectiveness of NFAT2 depends on the availability of chromatin, which makes it
susceptible to epigenetic mechanisms. In this context, the histone deacetylase 9 (HDAC9) is
particularly important, as its excessive activity may limit the ability of NFAT2 to bind to the

regulatory sequences of target genes, potentially suppressing its beneficial effects.
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Repressive HDACO activity, on the other hand, may limit the maturation and functionality of
these cells ?°. Excessive activation of class Ila histone deacetylases, including HDAC9, can
lead to the repression of these same genes and the loss of their cellular identity 2°. HDAC9
acts as an epigenetic repressor of transcription, deacetylating histones and limiting the

availability of chromatin to activating factors 2’

. Importantly, studies have shown that
pharmacological inhibition of HDAC9 leads to an increase in the number of mature and
functional pB-cells, suggesting that its activity is an obstacle to further differentiation
towards B-cells *°. In this context, the balance between the activity of transcriptional
activators, such as NFAT2, and epigenetic repressors, such as HDAC9, appears to be crucial

for obtaining fully functional B-cells.

One of the most critical aspects of B-cell function is their ability to synthesize, fold, and
secrete large amounts of insulin, a protein hormone produced in the form of preproinsulin
and matured in the ER and Golgi apparatus. High biosynthetic activity makes PB-cells
particularly susceptible to disruptions in the proteostasis system, i.e., the set of mechanisms
responsible for the proper folding, post-translational modification, transport, and degradation
of proteins. In this context, the production of the protein hormone insulin is one of the most
demanding processes of protein biosynthesis. It is a highly organized process that depends on
the proper functioning of the cellular proteostasis system and the ER. A key role in this
system is played by chaperone proteins, which assist in the proper folding of protein
substrates, prevent their aggregation, and direct misfolded proteins to degradation &,
Proinsulin, as a precursor form, is synthesized on ribosomes associated with the ER, where it
undergoes folding with the help of molecular chaperones such as glucose-regulated protein
78 kDa, BiP (Binding immunoglobulin protein, also known as glucose-regulated protein 78
kDa, GRP78), calnexin (CNX), calreticulin (CARL) and proteins from the PDI family
(described in detail in article 2). The formation of disulfide bridges between cysteines is
critical for the formation of the correct proinsulin structure, which determines the stability of

its conformation and the possibility of further proteolytic processing in the Golgi apparatus

31,32

The high demand for insulin resulting from insulin resistance often exceeds the ability of B-
cells to properly fold proinsulin in the ER, leading to its abnormal processing and potentially
to B-cell apoptosis. In situations of chronic synthetic overload, such as in T2D, the ER cannot

keep up with the correct folding of newly synthesized proteins. As a result, non-functional
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forms of proinsulin accumulate, triggering the cell's defense responses and ultimately leading
to its death, even independently of the classic ER stress response. Understanding the detailed
stages of proinsulin folding and identifying the key proteins involved in this process is crucial
for understanding the pathophysiology of T2D and developing new therapeutic strategies
12,3334 Proinsulin folding is a complex process involving the formation of disulfide bridges
with the help of chaperone proteins and conformational structural transitions that enable the
transformation of a linear amino acid chain into a functional spatial structure. All these steps
must be precisely synchronized, and their correct execution depends on the presence of both
chaperone proteins and specialized catalytic enzymes. Slight deviations in conformation or
disruption of folding dynamics can result in the formation of abnormal forms that are not
biologically active. One of the critical moments in this process is the isomerization of proline
residues, which is the only amino acid that can occur in cis and trans conformations. It is the
change in conformation around the X-Pro peptide bond that determines the local structure of
the protein and its further folding. Since this process is slow and thermodynamically limited,
the cell needs peptidyl-prolyl isomerases to maintain the rate of protein synthesis in line with
metabolic needs. The presence of proline in the wrong spatial conformation can lead to a
slowdown/inhibition of the folding process and the accumulation of misfolded protein. In the
context of proinsulin, this means a real risk of its maturation being halted and incorrect
sorting in the secretory apparatus. Instead of an active hormone, abnormal aggregates are

formed, which overload the ER quality control system 34,

Complex processes of secretory protein folding occur in the ER, including the formation of
disulfide bridges, isomerization of peptidyl-prolyl bonds, glycosylation, and tertiary structure
formation. Disruptions in any of these stages lead to the accumulation of misfolded proteins
and activation of the UPR %3, which performs an adaptive function, increasing the synthesis of
chaperone proteins and components of the cell degradation system 3. Activation of the UPR
triggers a series of adaptive mechanisms aimed at restoring homeostasis. Three main
pathways are activated: inositol requiring enzyme 1 (IRE1), PKR-like ER kinase (PERK also
known as EIF2AK3) and activating transcription factor 6 (ATF6), which lead to increased
synthesis of protective proteins, reduced protein translation, and intensification of the
endoplasmic reticulum-associated degradation pathway (ER-associated degradation, ERAD).
However, chronic activation of the UPR, rather than adaptive responses, initiates pathways
leading to cell apoptosis. In B-cells, chronic ER stress and abnormal proinsulin folding are

associated with the development and progression of T2D. In the context of B-cells, chronic
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ER stress is considered one of the key mechanisms leading to their dysfunction and loss,
which is observed in T2D ®. Among the molecular chaperones present in the ER, peptidyl-
proline isomerases occupy a special place. One family of PPlases are FK506-binding proteins
(FKBP) — these proteins were originally identified as molecules binding immunosuppressive
drugs such as tacrolimus (also known as FK506), but they also exhibit important chaperone
functions independent of their pharmacological action. This family includes peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase 2 (FKBP2), a small protein with a mass of approximately 13 kDa,
anchored in the endoplasmic reticulum membrane and containing a single PPlase domain 37,
suggesting its potential role in supervising the folding of secretory proteins, including

proinsulin 38,

The biological function of FKBP2 remains relatively poorly understood. Proteomic data and
in vitro studies suggest that FKBP2 may participate in the folding of proteins destined for
secretion, stabilize their spatial structure, and prevent aggregation 8. High synthesis of
FKBP2 protein has been observed in cells with intense secretory activity, such as a-cells and
B-cells, suggesting the potential importance of the protein in maintaining proteostasis in an

environment of severe ER stress 38.

In the context of hPSC differentiation towards B-cells, the role of FKBP2 protein remains
unknown. Given that the formation of mature insulin requires strict regulation at multiple
stages, including the folding of proinsulin in the ER, it is reasonable to hypothesize that
FKBP2 plays a key auxiliary role in this process. Disruption of FKBP2 gene function—
through silencing, mutation, or deletion—may lead to abnormal proinsulin folding, activation
of ER stress, and ultimately to B-cell dysfunction or death. At the same time, the absence of
this chaperone during hPSC differentiation could result in the formation of an incompletely
formed phenotype of cells capable of high secretory activity, limiting their functional and

therapeutic potential.

From the perspective of developmental biology and clinical applications, research on FKBP2
may provide important information on the molecular determinants of functional maturity of
B- cells. Knowledge of the factors enabling effective protein folding and secretion under ER
stress conditions may contribute to the improvement of hPSC differentiation protocols and
the development of strategies for protecting -cells in the context of metabolic diseases. More
broadly, FKBP2 may be a potential pharmacological target in T2D therapy, where

proteostasis deficiency and chronic ER stress play a key role in disease progression. With
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these questions in mind, my doctoral thesis focused on investigating the role of FKBP2
in pancreatic f-cells during their differentiation and in the process of insulin

maturation.

6. Cele i zalozenia badawcze

Celem niniejszej dysertacji bylo zrozumienie roli biatka FKBP2 w procesach réznicowania w
warunkach in vitro oraz zbadanie jego roli w prawidlowym powstawaniu insuliny z
wykorzystaniem hPSCs. Przeprowadzone badania skupily si¢ na dwoéch kluczowych
aspektach:

1) Funkcji FKBP2 jako bialka opiekunczego w ER, odpowiedzialnego za prawidlowe
faldowanie proinsuliny,
2) Potencjalnej roli FKBP2 w roznicowaniu komorek oraz regulacji ich tozsamosci w

trakcie tego procesu.
Postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

Hipoteza 1: FKBP2 uczestniczy w prawidlowym fatdowaniu proinsuliny w ER. Brak tego

biatka skutkuje aktywacja UPR, oraz prowadzi do niewydolnos$ci wydzielniczej komorek 3,

Hipoteza 2: FKBP2 odgrywa role regulatora rozwoju komoérek endokrynnych; delecja genu

FKBP?2 zaburza roznicowanie,

Hipoteza 3: Efekty rozwojowe i strukturalno-funkcjonalne wynikajace z wycigcia genu
FKBP2 moga by¢ od siebie niezalezne i mozliwe do rozdzielenia w czasie po zastosowaniu

modelu komérkowego z indukowalnym wytaczeniem genu.
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Research goals and hypotheses

The aim of this dissertation was to understand the role of FKBP2 protein in differentiation
processes in vitro and to examine its role in the proper processing of insulin using hPSCs.

The study zeroed in on two primary areas:

3) Investigating FKBP2's function as a chaperone protein in the ER, which is crucial for
ensuring proper proinsulin folding,
4) The potential role of FKBP2 in differentiation and regulation of their affiliation to a

specific cell type during differentiation.
To guide the research, the following hypotheses were proposed:

Hypothesis 1: FKBP2 is critical for the proper folding of proinsulin within the ER. Its

absence triggers the activation of UPR and ultimately leads to exocrine B-cell dysfunction,

Hypothesis 2: FKBP2 plays a role in regulating endocrine cell development; deletion of the
FKBP2 gene disrupts differentiation,

Hypothesis 3: The effects on development and structure-function resulting from the

knockout of the FKBP2 gene may occur independently and can be differentiated over time

following the use of a cellular model with an induced gene knockout.
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7. Zalozenia badawcze i ich charakterystyka

1) Opracowanie i walidacja modelu komorek hPSC z calkowita delecja genu FKBP2
(ang. FKBP2 knockout, KO).

W celu uzyskania modelu komorek z delecja genu FKBP2 wykorzystano system
CRISPR/Cas9 z zaprojektowanymi sgRNA skierowanymi na egzony 1, 2 1 6 genu FKBP2.
hPSC (HUESS-iCas9) poddano lipofekcji, wprowadzajac konstrukt z sgRNA, a nast¢pnie
wyizolowano pojedyncze klony komorkowe w warunkach hodowli adherentne;j.
Genotypowanie klondw prowadzono z uzyciem techniki PCR, a obecnos$¢ delecji w genie
FKBP2 potwierdzono metoda sekwencjonowania Sangera. W wyselekcjonowanych
klonalnych liniach hPSC, zréznicowanych w kierunku komorek [, brak syntezy biatka
FKBP2 potwierdzono za metodg western blot oraz immunofluorescencji. Do dalszych badan
wybrano dwie z jedenastu otrzymanych linii KO, ktére charakteryzowatly si¢ spdjnym

fenotypem podczas roznicowania.

2) Opracowanie i walidacja modelu z nadekspresja genu FKBP2 (ang. FKBP2
overexpression, OE).

Model z nadekspresja genu FKBP2 opracowano z uzyciem wektora plazmidowego opartego
na systemie PiggyBac i1 Tet-On, do ktérego wprowadzono sekwencj¢ kodujaca FKBP2
potaczong ze znacznikiem FLAG. Plazmid wprowadzono do komodrek hPSC metoda
lipofekcji, a nastepnie przeprowadzono selekcje linii komoérkowych z wykorzystaniem
puromycyny. W uzyskanych liniach ekspresje genu FKBP2 indukowano przez dodanie do
pozywki doksycykliny w stezeniu 1 pg/mL, co pozwolito na czasowa i1 kontrolowang
aktywacje¢ transgenu. Poziom syntezy biatka FKBP2 oceniano za pomocg western blot i
immunofluorescencji. W ten sposéb uzyskano model umozliwiajacy analize efektow

zwigkszonej syntezy FKBP2 na réznych etapach réznicowania komorek .

3) Stworzenie modelu indukowanej delecji genu FKBP2 (ang. FKBP2 inducible gene
deletion; inducible knockout, iKO).

Model iKO opracowano w oparciu o system Tet-On CRISPR/Cas9, pozwalajacy na
kontrolowang czasowo aktywacj¢ endonukleazy Cas9 w obecnosci doksycykliny. Do
komoérek hPSC wprowadzono wektor zawierajacy gen Cas9 pod kontrolg promotora Tet-On,

co umozliwito jego precyzyjne wiaczenie w okreslonym momencie réznicowania. Delecja
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genu FKBP?2 byla indukowana od dnia 20-go protokolu réznicowania, czyli po uformowaniu
si¢ populacji komoérek EP. Pozwolito to na analize powigzanych z FKBP2 procesow
komorkowych na pdznych etapach powstawania komorek B. Skuteczno$¢ delecji genu
FKBP2 na poziomie biatka oceniano za pomoca immunofluorescencji. Zastosowanie tego
modelu pozwolito na zbadanie roli FKBP2 w regulacji funkcji komoérek f w sposob

kontrolowany czasowo.

4) Analiza ekspresji FKBP2 w rozwoju ludzkiej trzustki.

Do analizy ekspresji FKBP2 w trakcie rozwoju trzustki u czlowieka wykorzystano materiat
biologiczny pochodzacy z ptodéw (PCW13). Ludzkie trzustki przygotowano w Baylor
College of Medicine, Houston, TX (USA) za zgoda instytucjonalnej Komisji Bioetycznej,
zgoda nr H-3097 dla prof. Malgorzaty Borowiak. Cryo-skrawki tkanek analizowano za
pomoca immunofluorescencji z uzyciem przeciwcial przeciwko FKBP2, CHGA oraz C-PEP.
Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ publicznie dostepnych danych scRNA-seq z ludzkiej
trzustki na roéznych etapach rozwoju (PCW4-11) w celu oceny poziomu transkryptow
FKBP2 w poszczegbdlnych subpopulacjach komoérek. Zauwazono wzrastajaca ekspresje
transkryptu 1 syntez¢ biatka FKBP2 w komodrkach endokrynnych, w szczegdlnosci w
komorkach B wraz z rozwojem 1 dojrzewaniem trzustki. Polaczenie obu metod pozwolilo na
precyzyjne okreslenie dynamiki ekspresji genu oraz syntezy biatka FKBP2 w komorkach

endokrynnych rozwijajacej si¢ trzustki.

5) Opracowanie wydajnych protokolow roznicowania linii hPSC z calkowita delecja,
indukowang delecja i nadekspresja genu FKBP2 do dojrzalych komorek p trzustki.

Dla wszystkich badanych linii hPSC, tj. dla WT, KO, OE i iKO, zastosowano zunifikowany
protokét réznicowania do dojrzatych komorek B trzustki. Protokot ten obejmowat kolejne
etapy: hPSC, DE, PP, EP, wczesne komorki B oraz dojrzate komoérki . Réznicowanie
indukowano przy uzyciu zdefiniowanych czynnikow wzrostowych i inhibitorow szlakow
sygnalowych, zgodnie z opublikowanymi protokotami *. Poziom ekspresji markeréw na
poszczeg6lnych etapach (SOX17, PDX1, NKX6.1 oraz INS) monitorowano za pomocg
immunofluorescencji lub cytometrii przeptywowej. Dzigki zastosowaniu tego podejscia
mozliwe bylo poréwnanie wptywu FKBP2 w roznych warunkach hodowli, w przypadku jego
normalnej ekspresji, braku badz nadekspresji na przebieg roznicowania do dojrzatych

komorek f.
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6) Charakterystyka ultrastruktury ziarnistosci insulinowych w komérkach .

Ultrastrukture ziarnistosci insulinowych zbadano z wykorzystaniem mikroskopii ze
strukturalnym o$wietleniem (ang. structured illumination microscopy, SIM) oraz
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang. transmission electron microscopy, TEM).
Preparaty barwiono i analizowano pod katem liczby, wielkosci i stopnia dojrzatosci
ziarnistosci  zawierajacych insuling. Do badan SIM  wykorzystano barwienia
immunofluorescencyjne specyficzne dla INS lub C-PEP. Zastosowane metody pozwolity na
precyzyjna ocen¢ morfologii ziarnistosci i jej poréwnanie pomi¢dzy komodrkami B typu
dzikiego oraz KO. Dzigki temu mozliwe bylo precyzyjne okreslenie wptywu FKBP2 na

proces formowania ziarnistosci insulinowych.

7) Ocena przetwarzania insuliny w komorkach .

Analizy przetwarzania insuliny obejmowaly oznaczenia wydajnosci poszczegolnych etapdéw
procesu dojrzewania insuliny oraz poziomy kluczowych biatek zaangazowanych w ten proces.
W tym celu zostaly wykonane oznaczenia poziomu ekspresji mRNA oraz biatka dla insuliny,
proinsuliny, C-PEP, PC1/3, CPE oraz bialka pl115. Synteze i lokalizacje¢ subkomorkowsa
biatek oceniano metodami immunofluorescencji i western blot. Dodatkowo wykonano test
wydzielania insuliny w odpowiedzi na depolaryzacje blony komoérkowej roztworem 30 mM
KCI. Stezenie insuliny w nadsaczu analizowano przy uzyciu testu ELISA. Zastosowane
metody pozwolity na oceng syntezy i wydzielania insuliny z komorek B z delecja FKBP2 w
poréwnaniu do kontroli, w ktorej FKBP2 ulegal ekspresji na poziomie fizjologicznym.
Dzigki temu wykazano wplywu obecnosci lub braku FKBP2 na prawidtowo$¢ przetwarzania

proinsuliny.

8) Pomiar poziomu cytoplazmatycznego wapnia i syntezy biatka SERCAZ2.

Stezenie jonéw Ca** w cytoplazmie mierzono z uzyciem barwnika Fluo-4 AM 1 mikroskopii
konfokalnej. Poziom syntezy biatka SERCA2 oceniono metoda immunofluorescencji. W
komorkach B z delecja genu FKBP2 zaobserwowano wzrost poziomu cytoplazmatycznego
Ca?* 1 spadek syntezy SERCA2 w pordéwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Dzigki temu
mozliwe bylo wykazanie, ze FKBP2 odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu homeostazy

wapniowe;j.
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9) Indukcja stresu siateczki Srédplazmatycznej (ER) z uzyciem DTT.

W celu wywotania stresu ER komorki hPSC zroznicowane do stadium EP inkubowano z 1
mM DTT, ktéry jako czynnik redukujacy zaburza tworzenie mostkéw dwusiarczkowych,
prowadzac do akumulacji nieprawidlowo sfaldowanych bialek. Komérki réznicowano przez
8 dni — od stadium EP az do uzyskania dojrzatych komoérek B. Nastgpnie oceniono poziom
ekspresji markeréw stresu ER, w tym ATF6, a takze synteze¢ biatka HDACY9, w kontekscie

jego potencjalnego wptywu na réznicowanie i funkcjonowanie komorek f3.

10) Analiza transkryptomu na poziomie pojedynczych komoérek (scRNA-seq).

Analize transkryptomu pojedynczych komoérek przeprowadzono na dwoch etapach
dojrzewania komorek B: wczesnym (w dniu 21, oznaczonym jako d21) oraz pé6znym (w dniu
31, d31). Komorki zamykano w mikrokroplach, przy uzyciu systemu 10x Genomics
Chromium, a nast¢pnie przygotowywano biblioteki cDNA, ktére poddano sekwencjonowaniu.
Uzyskane dane analizowano bioinformatycznie z wykorzystaniem pakietow Seurat 1 RStudio,
co pozwolito na identyfikacje subpopulacji oraz okreslenie ich profilu molekularnego.
Szczegolng uwage zwrOcono na geny zwigzane ze stresem ER, procesami syntezy i
degradacji biatek oraz roznicowaniem 1 dojrzewaniem komoérek (. Takie podejscie
umozliwito poréwnanie transkryptomu komoérek z nokautem genu FKBP2 (KO) z warunkami

kontrolnymi (WT).

11) Analiza trajektorii roznicowania i odleglo$ci molekularnych pomi¢edzy warunkami
kontrola a delecja FKBP2 (WT i KO).

Do analizy dynamiki réznicowania zastosowano analiz¢ glownych sktadowych (PCA) oraz
pomiary odleglosci z wykorzystaniem metryk Euklidesowej i Mahalanobisa. Trajektorie
przejscia od stadium EP do w peini dojrzatych komoérek B zrekonstruowano przy uzyciu
pakietow Monocle3 i Seurat, co pozwolito na szczegbétowe uchwycenie kolejnych etapoéw
tego procesu. Obliczanie odleglosci molekularnych umozliwito ilo$ciowe poréwnanie
podobienstwa fenotypowego pomiedzy liniami kontrolnymi (WT) a komorkami z delecja
genu FKBP2 (KO). Podejscie to pozwolito precyzyjnie ocenié¢, w jaki sposéb brak FKBP2
modyfikuje trajektori¢ roznicowania i dojrzewania komoérek f oraz wplywa na stabilnos¢ ich

,»tozsamosci komoérkowe;”.
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12) Zahamowanie aktywnosci HDACY i jego wplyw na réznicowanie komorek f.

W komorkach KO stwierdzono zwigkszong syntez¢ HDACY9, co umozliwito oszacowanie
efektow jej farmakologicznej inhibicji. W tym celu zastosowano TMP195, selektywny
inhibitor HDAC klasy II. Komorki poddano dziataniu inhibitora w trakcie procesu
réznicowania, a nast¢pnie analizowano ich profil molekularny. Synteze markeréw komorek o
oraz 3 oceniano metodg immunofluorescencji, co pozwolito okresli¢ w jaki sposéb modulacja
epigenetyczna wptywa na réznicowanie w warunkach KO. Zastosowane podejscie pozwolito
réwniez na zbadanie powigzan pomigdzy aktywnos$cia FKBP2 a regulacja epigenetyczng w
komoérkach B, w tym ich zdolnoscig do prawidlowej syntezy bialek niezbednych do ich

dojrzewania i funkcjonowania.

13) Aktywacja szlaku NFAT i jego posredni wplyw na réznicowanie komorek .

W warunkach KO zaobserwowano zwigkszong synteze biatka NFAT2, ktére w duzej mierze
lokalizowalo si¢ w jadrze komdrkowym, co wskazywato na aktywacj¢ szlaku sygnatowego
NFAT. Zostalo to potwierdzono zaréwno metoda immunofluorescencji, jak i ilo§ciowa
analiza sygnalu jadrowego. Dodatkowo, w celu weryfikacji wzmozonej syntezy NFAT2,
przeprowadzono analiz¢ western blot. Potaczenie badan molekularnych z obrazowaniem
konfokalnym pozwolito na precyzyjng ocen¢ aktywnosci tego czynnika transkrypcyjnego.
Postawiono hipotezg, ze zmiany w aktywno$ci regulonu NFAT2 moga wptywac na ekspresje
HDACY, co sugeruje istnienie funkcjonalnego powigzania pomiedzy szlakiem NFAT a

epigenetyczng kontrolg réznicowania komorek .
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Research assumptions and their characteristics

1) Development and validation of a hPSC cell model with FKBP2 gene deletion (KO).

In order to obtain a cell model with FKBP2 gene deletion, the CRISPR/Cas9 system was used
with sgRNAs designed to target exons 1, 2, and 6 of the FKBP2 gene. hPSCs (HUES8-iCas9)
were lipofected with the sgRNA construct, and single cell clones were then isolated under
adherent culture conditions. Clones were genotyped using PCR, and the presence of the
deletion in the FKBP2 gene was confirmed by Sanger sequencing. In selected clonal hPSC
lines differentiated towards B-cells, the absence of FKBP2 protein synthesis was confirmed
by Western blot and immunofluorescence. Two of the eleven obtained KO lines, which were
characterized by a consistent phenotype during differentiation, were selected for further

studies.

2) Development and validation of a model with FKBP2 gene overexpression (OE).

The FKBP2 gene overexpression model was developed using a plasmid vector based on the
PiggyBac and Tet-On systems, into which the FKBP2 coding sequence linked to a FLAG tag
was introduced. The plasmid was introduced into hPSCs by lipofection, followed by selection
of cell lines using puromycin. In the obtained lines, FKBP2 gene expression was induced by
adding 1 pg/mL doxycycline to the medium, which allowed for temporary and controlled
activation of the transgene. The level of FKBP2 protein synthesis was assessed by Western
blot and immunofluorescence. In this way, a model was obtained that allowed the analysis of

the effects of increased FKBP2 synthesis at different stages of B-cell differentiation.

5) Creation of a FKBP2 inducible gene deletion (inducible knockout, iKO).

The iKO model was developed based on the Tet-On CRISPR/Cas9 system, which allows for
time-controlled activation of the Cas9 endonuclease in the presence of doxycycline. A vector
containing the Cas9 gene under the control of the Tet-On promoter was introduced into hPSC
cells, enabling its precise activation at a specific point in differentiation. FKBP2 gene
deletion was induced on day 20 of the differentiation protocol, i.e., after the formation of the
EP cell population. This allowed for the analysis of FKBP2-related cellular processes in the
late stages of B-cell formation. The effectiveness of FKBP2 gene deletion at the protein level
was assessed by immunofluorescence. The use of this model allowed us to investigate the

role of FKBP2 in the regulation of B-cell function in a time-controlled manner.
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4) Analysis of FKBP2 expression in human pancreatic development.

Biological material from fetuses (PCW13) was used to analyze FKBP2 expression during
human pancreatic development. Human pancreatic tissues were prepared at Baylor College of
Medicine, Houston, TX (USA) with the approval of the institutional Bioethics Committee,
approval no. H-3097 for Prof. Malgorzata Borowiak. Tissue sections were analyzed by
immunofluorescence using antibodies against FKBP2, CHGA, and C-PEP. In addition,
publicly available scRNA-seq data from the human pancreas at different stages of
development (PCW4-11) were analyzed to assess the level of FKBP2 transcripts in
individual cell subpopulations. Increasing transcript expression and FKBP2 protein synthesis
were observed in endocrine cells, particularly in B-cells, as the pancreas developed and
matured. The combination of both methods allowed for precise determination of the
dynamics of gene expression and FKBP2 protein synthesis in endocrine cells of the

developing pancreas.

5) Development of efficient protocols for the differentiation of hPSC lines with complete
deletion, induced deletion, and overexpression of the FKBP2 gene into mature
pancreatic f cells.

For all hPSC lines studied, i.e., WT, KO, OE, and iKO, a unified protocol for differentiation
into mature pancreatic -cells was used. This protocol included the following stages: hPSC,
DE, PP, EP, early B-cells, and mature B-cells. Differentiation was induced using defined
growth factors and signaling pathway inhibitors, in accordance with published protocols °.
The expression levels of markers at individual stages (SOX17, PDX1, NKX6.1, and INS)
were monitored using immunofluorescence or flow cytometry. This approach made it
possible to compare the effect of FKBP2 under different culture conditions, in the case of its
normal expression, absence, or overexpression, on the course of differentiation into mature 3-

cells.

6) Characterization of the ultrastructure of insulin granules in f-cells.

The ultrastructure of insulin granules was examined using structured illumination microscopy
(SIM) and transmission electron microscopy (TEM). The preparations were stained and
analyzed for the number, size, and degree of maturity of insulin-containing granules. INS- or
C-PEP-specific immunofluorescence staining was used for SIM studies. The methods used

allowed for precise assessment of granule morphology and its comparison between different
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B- cells. This made it possible to precisely determine the effect of FKBP2 on the process of

insulin granule formation.

7) Assessment of insulin processing in fB-cells.

Insulin processing analyses included measurements of the efficiency of individual stages of
insulin maturation and the levels of key proteins involved in this process. For this purpose,
measurements of mRNA and protein expression levels were performed for insulin, proinsulin,
C-PEP, PC1/3, CPE, and pl15 protein. Protein synthesis and subcellular localization were
assessed by immunofluorescence and Western blot methods. In addition, an insulin secretion
test was performed in response to cell membrane depolarization with a 30 mM KCI solution.
Insulin concentration in the supernatant was analyzed using an ELISA test. The methods used
allowed for the assessment of insulin synthesis and secretion from fB-cells with FKBP2
deletion in comparison to the control, in which FKBP2 was expressed at physiological levels.
This made it possible to demonstrate the effect of the presence or absence of FKBP2 on the

correct processing of proinsulin.

8) Measurement of cytoplasmic calcium levels and SERCAZ2 protein synthesis.

The concentration of Ca** ions in the cytoplasm was measured using Fluo-4 AM dye and
confocal microscopy. The level of SERCA2 protein synthesis was assessed by
immunofluorescence. In B-cells with FKBP2 gene deletion, an increase in cytoplasmic Ca?*
levels and a decrease in SERCA2 synthesis were observed compared to control cells. This
made it possible to demonstrate that FKBP2 plays an important role in maintaining calcium

homeostasis.

9) Induction of endoplasmic reticulum (ER) stress using DTT.

To induce ER stress, hPSCs differentiated into EPs were incubated with 1 mM DTT, which,
as a reducing agent, disrupts disulfide bond formation, leading to the accumulation of
misfolded proteins. The cells were differentiated for 8 days — from the EP stage until mature
B-cells were obtained. The expression levels of ER stress markers, including ATF6, as well as
HDACY protein synthesis, were then assessed in the context of its potential impact on B-cell

differentiation and function.
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10) Single-cell transcriptomics (scRNA-seq).

Single-cell RNA analysis was performed at two stages of B-cell maturation: early (on day 21,
designated d21) and late (on day 31, d31). The cells were encapsulated in microdroplets using
the 10x Genomics Chromium system, and then cDNA libraries were prepared and sequenced.
The obtained data were analyzed bioinformatically using Seurat and RStudio packages,
which allowed for the identification of subpopulations and the determination of their
molecular profile. Particular attention was paid to genes related to ER stress, protein
synthesis and degradation processes, and B-cell differentiation and maturation. This approach
allowed for a comparison of the transcriptome between control conditions (WT, normal

FKBP?2 expression) and cells with a knockout of this gene (KO).

11) Analysis of differentiation trajectories and molecular distances between conditions
(WT and KO controls).

Principal component analysis (PCA) and distance measurements using Euclidean and
Mahalanobis metrics were used to analyze the dynamics of differentiation. The trajectories of
transition from the EP stage to fully mature B-cells were reconstructed using the Monocle3
and Seurat packages, which allowed for detailed capture of the successive stages of this
process. The calculation of molecular distances enabled a quantitative comparison of
phenotypic similarity between control lines (WT) and cells with FKBP2 gene deletion (KO)
cells. This approach allowed for a precise assessment of how the absence of FKBP2 modifies
the trajectory of B-cell differentiation and maturation and affects the stability of their “cellular

identity.”

12) Inhibition of HDAC9 activity and its effect on B-cell differentiation.

Increased HDAC9 synthesis was observed in KO cells, which allowed for the estimation of
the effects of its pharmacological inhibition. For this purpose, TMP195, a selective class 11
HDAC inhibitor, was used. The cells were exposed to the inhibitor during the differentiation
process and then their molecular profile was analyzed. The synthesis of a- and B-cell markers
was assessed by immunofluorescence, which allowed us to determine how epigenetic
modulation affects differentiation in KO conditions. The approach also led us to investigate
the links between FKBP2 activity and epigenetic regulation in B-cells, including their ability

to properly synthesize proteins necessary for maturation and function.
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13) Activation of the NFAT pathway and its indirect influence on B-cell differentiation.
Under KO conditions, increased synthesis of NFAT2 protein was observed, which was
largely localized in the cell nucleus, indicating activation of the NFAT signaling pathway, as
confirmed by both immunofluorescence and quantitative analysis of the nuclear signal.
Additionally, a Western blot analysis was performed to verify the increased synthesis of
NFAT?2. The combination of molecular studies and confocal imaging allowed for a precise
assessment of the activity of this transcription factor. It was hypothesized that changes in the
activity of the NFAT2 regulon may affect HDAC9 expression, suggesting a functional link
between the NFAT pathway and epigenetic control of B-cell differentiation.
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8. Najwazniejsze ustalenia rozprawy doktorskiej

1) Praca przegladowa: Jedrzejak AP*, Urbaniak EK*, Wasko JA*, Ziojla N, Borowiak
M. Diabetes and SARS-CoV-2—Is There a Mutual Connection? Frontiers in Cell
and  Developmental  Biology. 2022 Jun 13; 10:913305. doi:
10.3389/fcell.2022.913305. PMID: 35769263. PMCID: PM(C9234398 (*- autorzy

rownorzedni) 40,

W niniejszym artykule przegladowym dokonano kompleksowej analizy wzajemnych
powiazan pomiedzy cukrzyca a zakazeniem wirusem SARS-CoV-2, skupiajac si¢ jednak
nie tylko na skutkach infekcji COVID-19, ale rowniez na mechanizmach molekularnych i
komoérkowych lezacych u podstaw zaburzen funkcjonowania komorek B oraz innych
komoérek endokrynnych wysp trzustkowych, takich jak komérki a, 6 czy PP. Zwrdcono
robwniez uwage na mechanizmy stresu ER, wywolane tzw. ,burza cytokinowa”, t;.
masowemu 1 nagtemu uwalnianiu cytokin i chemokin, stanem zapalnym komorek oraz ich
synergicznemu wptywowi na rozwdj cukrzycy, zaréwno T1D, jak T2D. Omdéwiono rowniez,
w jaki sposob rozne czynniki wywotujace stres — w tym infekcje wirusowe, ale takze
czynniki metaboliczne, immunologiczne i $rodowiskowe — moga wptywaé¢ na homeostazg

komorek B, prowadzac do ich dysfunkcji, a nawet $§mierci.

Podkreslono, ze pandemia COVID-19 stata si¢ unikalnym punktem wyjs$cia do szerszego
spojrzenia na zaburzenia metaboliczne 1 cukrzyce w konteks$cie stresu ogdlnoustrojowego.
Zauwazono, ze u pacjentoéw zakazonych wirusem SARS-CoV-2 obserwowano czeste
przypadki dekompensacji metabolicznej, a takze nowo rozpoznany typ cukrzycy, co sklonito
badaczy do dalszej eksploracji powigzan migdzy ostrym zapaleniem a funkcjg trzustki.
Publikacja nie ogranicza si¢ jednak jedynie do efektow zakazenia wirusowego -
potraktowano pandemi¢ jako model analityczny do zrozumienia szerszego problemu: w jaki
sposob przewlekly stan zapalny i stres komorkowy wplywaja na funkcjonowanie i

przezycie komorek p trzustki?

W pracy wykazano, ze receptory za posrednictwem ktorych wirus SARS-CoV-2 wnika do
komorek, takie jak enzym konwertujacy angiotensyne 2 (ang. angiotensin converting enzyme
2, ACE2), transblonowa proteaza serynowa 2 (ang. transmembrane serine protease 2,
TMPRSS2), neuropilina 1 (ang. neuropilin 1, NRP1) i dipeptydylopeptydaza 4 (ang.
dipeptidyl peptidase 4, DPP4) — sa obecne nie tylko w tkance ptucnej, ale rowniez w
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komorkach trzustki 4744, Szczegdlnie istotna jest synteza tych biatek w komorkach B, a takze
w innych komorkach wysp trzustkowych — a, 6, PP 1 € — co moze oznacza¢, ze wirus SARS-
CoV-2 ma potencjat do wywolywania kompleksowych zaburzen wysp Langerhansa trzustki

4547 (Rycina 1, publikacja 1).
Stres retikulum endoplazmatycznego (ER) i utrata funkcji komorek

W publikacji podkreslono, ze stres ER odgrywa istotna role w patogenezie zaréwno cukrzycy
TID, jak i T2D *%, Komorki B, z racji ich wysokiej aktywnosci wydzielniczej i
koniecznos$ci produkcji duzych ilosci proinsuliny, sa szczegdlnie wrazliwe na przecigzenie
ER. Utrata rownowagi pomigdzy zapotrzebowaniem na syntez¢ biatek a mozliwo$ciami
komoérki w zakresie ich prawidtowego fatdowania i1 transportu prowadzi do aktywacji

szlakow stresu ER.

Rola cytokin i odpowiedzi zapalnej w dysfunkcji komoérek p

Odpowiedz zapalna odgrywa wazng rol¢ w zaburzeniach funkcji komorek B trzustki, zarowno
w cukrzycy T1D jak i T2D . Wskazano, ze w przebiegu infekcji SARS-CoV-2, jak rowniez
w przewlektych stanach zapalnych towarzyszacych zespolowi metabolicznemu, moze
dochodzi¢ do wzmozonej produkcji cytokin i chemokin, prowadzac do stresu komorkowego i

uszkodzen tkanek trzustki.

W szczeg6lnoséci, na podstawie wynikow transkryptomiki zainfekowanych pierwotnych
ludzkich wysp trzustkowych, wykazano podwyzszong ekspresj¢ wielu czynnikéw zapalnych,
takich jak interleukina 1 B (ang. interleukin 1B, IL1B), antagonisty receptora interleukiny 1,
(ang. Interleukin 1 Receptor Antagonist, ILIRN), szeregu chemokin takich jak: chemokina
CC ligand 2 (ang. chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL2), zwana roéwniez bialkiem
chemotaktycznym monocytow-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1),
chemokiny CCL3, CCL4 oraz CCL8, chemokin prozapalnych CXCL1/GROa oraz CXCL2 i
CXCL5, a takze interferonow i gendw zwigzanych z sygnalizacja sygnalowa komorek w
odpowiedzi na wirusy >33, Wzrost ekspresji tych czynnikow potwierdzono rowniez metoda
ELISA. Podobng aktywacje zapalng zaobserwowano w modelach komoérek przewodowych i
zrazikowych pochodzacych z hPSC po zakazeniu SARS-CoV-2 3.
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»Burza cytokinowa” i efekt ogoélnoustrojowy

W kontekscie ostrych infekcji, takich jak COVID-19, omowiliSmy zjawisko tzw. ,burzy
cytokinowej”, ktore moze prowadzi¢ do uszkodzen wielu narzadow, w tym trzustki.
Zwrbocono uwage, ze u pacjentdw z cigzkim przebiegiem COVID-19 obserwowano naciek
komorek zapalnych w obrebie trzustki, obecno$¢ markerow zapalenia $rodblonka (np.
czasteczki adhezji migdzykomorkowej 1, ang. Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAMI1;
znany réwniez pod nazwa CD54; ang. Cluster of Differentiation 54) oraz podwyzszone
stezenia wybranych chemokin, takich jak CXCL10 czy CXCL11 w hodowlach zakazonych

wysp trzustkowych 357,

Cho¢ w publikacji nie stwierdzono jednoznacznie, ze ,,burza cytokinowa” prowadzi do
rozwoju cukrzycy, to sugeruje si¢, ze moze ona by¢ jednym z czynnikOw przyczyniajacych
si¢ do rozwoju hiperglikemii lub dekompensacji metabolicznej u oséb z wykryta wczesniej

cukrzycg lub okre§lonymi predyspozycjami metabolicznymi 33,

Efekt SARS-CoV-2 na rozne typy komorek trzustkowych

Oprocz komorek B, w publikacji wspomniano takze o potencjalnej wrazliwosci innych typow
komoérek wyspowych, takich jak komorki o (produkujace glukagon), o (produkujace
somatostatyn¢), PP (produkujace polipeptyd trzustkowy) i1 € (produkujace greling), na
zakazenie SARS-CoV-2. Wykazano, ze ekspresja receptorow wirusowych moze rozni¢ si¢
poziomem, ale i ich rozmieszczeniem w komorce, co moze by¢ podtozem dla roznic

indywidualnych w odpowiedzi komorek trzustki na infekcje >-°.

Znaczenie komorek odpornosciowych i naciekéw wyspowych

Nalezy podkresli¢, ze w przebiegu cukrzycy — szczegélnie typu 1 — istotng role odgrywa
odpowiedz autoimmunologiczna. Naciek wysp trzustkowych przez komoérki odpornosciowe,
gtéwnie limfocyty T, moze prowadzi¢ do bezposredniego niszczenia komorek B. Z kolei w
cukrzycy T2D, chociaz proces nie ma charakteru klasycznie autoimmunologicznego,
obserwuje si¢ rowniez stany zapalne w obrebie wysp, w ktorych udziat biorg makrofagi i inne

komorki odporno$ci wrodzonej '-61,
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W podsumowaniu wskazano, ze zaburzenia funkcji i przezycia komoérek B sa skutkiem
ztozonej interakcji czynnikOw metabolicznych, zapalnych i $srodowiskowych. Podkres§lono,
ze zardwno cukrzyca T1D, jak 1 T2D, charakteryzuja si¢ wspolnym elementem — postepujaca
utratg zdolnosci komoérek B do wydzielania insuliny. Wsréod mechanizmoéow lezacych u
podstaw tego procesu wyrozniono: stres ER, stres zapalny, cytotoksyczno$¢ wywotang

cytokinami, lipotoksyczno$¢ oraz potencjalny wptyw infekcji wirusowych.

W zwigzku z tym sugeruje si¢, ze przyszle terapie powinny koncentrowac si¢ nie tylko na
kontroli glikemii, ale rowniez na ochronie i regeneracji komoérek p — poprzez
ograniczenie stresu komorkowego, hamowanie cytokin prozapalnych oraz wsparcie

mechanizmow adaptacyjnych komorki.
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2) Praca przegladowa: Urbaniak E, Henry S, Lalowski M, Borowiak M. Molecular
puzzle of insulin: structural assembly pathways and their role in diabetes. Front Cell
Dev Biol. 2025 Feb 20;13:1502469. doi: 10.3389/fcell.2025.1502469. PMID:
40052150, PMCID: PMC11882602 32.

W pracy przegladowej zwrocono uwage na proces dojrzewania insuliny w komérkach
trzustki ze szczegélnym uwzglednieniem etapow i bialek towarzyszacych temu
procesowi, wraz z ich charakterystyky. Prawidlowe faldowanie bialek jest procesem
niezbednym dla ich funkcjonalnosci. Komorki eukariotyczne wyksztalcity ztozone
mechanizmy kontrolujace ten proces, w tym sie¢ biatek opiekunczych i system proteostazy,
ktore zapewniajg prawidtowe dojrzewanie biatek oraz utrzymanie ich aktywnej konformacji®.
W przypadku insuliny, hormonu odpowiedzialnego za homeostaz¢ glukozy, zaburzenia
procesu sktadania i dojrzewania prowadza do jej niewlasciwej syntezy, gromadzenia si¢
nieprawidlowo sfaldowanych form biatka oraz stresu siateczki S$rodplazmatycznej, co

przyczynia si¢ do rozwoju cukrzycy 64,

Synteza insuliny w komorkach B trzustki rozpoczyna si¢ od produkcji preproinsuliny —
czasteczki zawierajgcej peptyd sygnatowy, tancuch B, peptyd C oraz tancuch A 3. Jak
pokazano na Rycinie 2 (publikacja 2) sekwencja sygnatowa kieruje preproinsuling do ER,
po czym jest ona odcinana, tworzac proinsuling. W ER zachodzi kluczowy etap faldowania
proinsuliny, wymagajacy usieciowania przestrzennego poprzez utworzenie trzech
stabilizujacych mostkéw dwusiarczkowych pomigdzy resztami cysteiny (Cys31-Cys96,
Cys43—Cys109, Cys95-Cys100) . Proces ten jest nadzorowany i wspomagany przez biatka
opiekuncze, takie jak BiP/GRP78 1 GRP94, ktére zapobiegaja agregacji nieprawidlowo
sfatldowanych czasteczek oraz izomerazy z rodziny PDI (np. dwusulfidoizomeraza biatek),
ktore katalizujg tworzenie i reorganizacje wigzan S-S . By podtrzymaé ciggto$¢é procesu
tworzenia mostkow dwusiarczkowych, PDI podlega procesom oksydacji, przy uzyciu
enzymu oksydoreduktazy EROI1, generujac przy tym nadtlenek wodoru (H:02), ktory
nastgpnie jest neutralizowany, m.in. przez peroksyredoksyn¢ 4 (PRDX4) i peroksydaze
glutationowg 7 (GPX7) 678 (Rycina 4, publikacja 2).

Oprocz mostkow dwusiarczkowych, w procesie powstawania dojrzatej insuliny istotna jest
réwniez izomeryzacja proliny, dzieki ktorej struktura proinsuliny przyjmuje preferowang
konformacje trans. Za katalize tej zmiany odpowiada, m. in. biatko FKBP2, ktorego synteza

obniza si¢ w komorkach B pochodzacych od dawcow z T2D 38, W dalszych etapach
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prawidtowo sfaldowana proinsulina ulega dalszym modyfikacjom, np. glikozylacji, a
nastgpnie jest pakowana do pecherzykéw transportowych COPII (z udzialem bialek SARI,
SEC23, SEC24, SEC13 czy SEC31) i przemieszczana z ER do aparatu Golgiego ©-7°.

W aparacie Golgiego proinsulina podlega obrébce proteolitycznej katalizowanej przez
konwertazy PC1/3, PC2, ktére wycinaja peptyd C, oraz karboksypeptydaze E (CPE), ktora
usuwa pozostate reszty aminokwasowe na koncach tancuchow, prowadzac do powstania
dwoch ostatecznych czgsteczek: dojrzatej, w pelni funkcjonalnej insuliny i peptydu C 7'
Dojrzata insulina jest magazynowana w postaci stabilnych heksamerow (sze$¢ czasteczek
insuliny zwigzanych jonami cynku) w pecherzykach wydzielniczych, skad uwalniana jest w
odpowiedzi na bodzce glukozowe’. Sam proces sekrecji zachodzi dwuetapowo, pierwszy
etap to szybkie uwolnienie z juz gotowych ziarnistosci, a drugi to wolniejsze przemieszczanie

sie insuliny z puli rezerwowej” .

Zaburzenia w faldowaniu proinsuliny moga wynika¢ z mutacji w genie INS (np. w cukrzycy
mlodzienczej indukowanej mutacja genu insuliny (ang. Mutant INS-gene-induced Diabetes
of Youth, MIDY) prowadzac do zmian aminokwasowych na poziomie biatka, takich jak:
G(B8)V, Y(B26)C, L(A16)P, H(B5)D, V(BI8)A), lub w genach kodujacych biatka
opiekuncze i biatka ER (WFSI1, HSPAS, EIF2AK3, DNAJC3), a takze w genach kodujacych
bialka transportowe, takie jak GLUT2 czy bialka rodziny SLC 7+7. Nieprawidtowo
sfatldowane czasteczki insuliny sg akumulowane 1 aktywuja szlak adaptacyjnej odpowiedzi na
stres ER, tzw. UPR za pomoca “sensorow stresu”, takich jak kinaza biatkowa retikulum
endoplazmatycznego PERK, biatko wymagajace inozytol 1 (IRE1) oraz czynnik
transkrypcyjny 6 (ATF6). PERK fosforyluje eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2 (ang.
eukaryotic translation initiation factor 2, elF2a), hamujac translacje i wspomagajac ekspresje
czynnik transkrypcyjny 4 (ang. activating transcription factor 4, ATF4), ktéry z kolei
aktywuje dziatajacy proapoptotycznie czynnik transkrypcyjny, homolog biatka C/EBP (ang.
transcription factor C/EBP homologous protein, CHOP). IRE1 aktywuje XBP1, a ATF6 po
przemieszczeniu si¢ do jadra reguluje ekspresje genow usprawniajacych faldowanie biatek 76

(Rycina 3, publikacja 2).
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Rycina 3. Schemat dzialania odpowiedzi na stres retikulum endoplazmatycznego (ER).

Lewy panel — w warunkach homeostazy ER prawidlowo faldujaca si¢ proinsulina poddawana jest
»kontroli jakosci”. Chaperonowe biatko BiP (ang. binding immunoglobulin protein) wiaze si¢ z
trzema gléwnymi ,,sensorami stresu” ER (IRE1, PERK, ATF6), utrzymujac je w stanie nieaktywnym.
Prawy panel — w warunkach podwyzszonego stresu ER spowodowanego nieprawidtowym
faldowaniem proinsuliny BiP odlacza si¢ od sensoréw, co prowadzi do aktywacji szlakow PERK—
elF20-ATF4, IRE1-XBP1 oraz ATF6. Czynniki te stymuluja ekspresje biatek opiekunczych,
elementow degradacji zle sfaldowanych biatek (ERAD) i genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres
oksydacyjny, a w przypadku przewlektego stresu takze indukcj¢ apoptozy. Na podstawie Urbaniak i
wsp., publikacja 2.

Przewlekly stres ER, wynikajacy z zaburzen w procesie faldowania proinsuliny, stanowi
kluczowy czynnik patogenetyczny prowadzacy do dysfunkcji i apoptozy komorek [ trzustki,
co w konsekwencji przyczynia si¢ do progresji cukrzycy. Zrozumienie mechanizmow
lezacych u podstaw tej patologii jest fundamentem dla rozwoju nowych strategii
terapeutycznych. Dlugotrwale obcigzenie aparatu  biosyntetycznego komorek J,
spowodowane akumulacjg nieprawidlowo sfaldowanej proinsuliny, inicjuje kaskade zdarzen
o charakterze destrukcyjnym. Nadmierna aktywacja szlaku UPR prowadzi do przesunigcia
jego funkcji z adaptacyjnej na proapoptotyczng. W warunkach niemozliwego do
skompensowania stresu, mechanizmy UPR zamiast przywraca¢ homeostaze komorkows,
aktywuja szlaki sygnatowe prowadzace do programowanej $mierci komorki (apoptoza) 636,

Proces ten skutkuje stopniowa utrata masy funkcjonalnych komorek f.

Agregacja nieprawidtowo sfaldowanych czasteczek proinsuliny moze skutkowac tworzeniem
si¢ ztogow amyloidowych. Sg to struktury bogate w B-harmonijki, odporne na degradacje
proteolityczng i sg jedng z charakterystycznych zmian w patologii trzustki u 0séb z T2D 7.

Gromadzenie si¢ zlogow amyloidowych prowadzi do zaburzen w prawidlowej fizjologii
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komoérek PB. Zlogi amyloidowe moga odkladaé¢ si¢ w tkankach docelowych, takich jak
watroba czy mieénie szkieletowe, gdzie zaburzaja transdukcje sygnatu insulinowego,

poglebiajac ogdlnoustrojows insulinoopornos¢ 8.

Obecnie rozwijane strategie terapeutyczne w cukrzycy oparte s3 na poprawie stanu
homeostazy ER, wspomaganiu faldowania biatek, a takze na terapiach genowych
ukierunkowanych na kluczowe biatka szlaku syntezy i dojrzewania insuliny 7*%°. Ponadto,
opracowywane s3 tzw. opiekunow chemicznych (ang. chemical chaperones), czyli matych
czasteczek, ktore pomagaja proinsulinie przyja¢ prawidtowy ksztatt. Testowane sg réwniez

leki, ktore obnizajg poziom stresu ER.

Podsumowujac, faldowanie proinsuliny jest procesem niezwykle zlozonym i wymagajacym
energetycznie. Wysokie tempo syntezy insuliny si¢gajace 6000 czasteczek preproinsuliny na
sekunde na jedng komoérke B, stanowi ogromne obcigzenie metaboliczne dla ER 48!, Czyni
to komorki B szczegdlnie podatnymi na zaburzenia proteostazy. W momencie, gdy proces
faldowania jest zaburzony, dochodzi do zmniejszenia ilosci prawidlowo sfaldowanej,
funkcjonalnej insuliny, aktywacji stresu ER, a w konsekwencji do obumierania
komorek P i progresji cukrzycy. Zrozumienie mechanizmow molekularnych regulujacych
faldowaniem 1 dojrzewaniem insuliny otwiera droge do nowych terapii, zar6wno
farmakologicznych, jak i1 komorkowych, mogacych w przyszio$ci przyczyni¢ si¢ do

skuteczniejszego leczenia cukrzycy T1D 1 T2D.
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3) Praca oryginalna: Urbaniak E, Baginska M, Szlachcic W, Grabowska M,
Shcheglova E, Jankowski A, Marzec M, and Borowiak M. ER stress and cell fate: FKBP2
regulates proinsulin folding and o- vs. B cell differentiation via NFAT and HDACO.
BioRxiv 2025.09.01.672695. doi: 10.1101/2025.09.01.672695 (preprint) 2.

Weczesniejsze badania z moim udzialem wykazaty synteze FKBP2 w ludzkich komarkach 3
in vivo 3%, Bazujgc na tych wynikach, szczegdlowo przeanalizowano synteze FKBP2 w
ludzkiej dorostej trzustce. Barwienia immunofluorescencyjne oraz mikroskopia konfokalna
potwierdzity obecno$§¢ FKBP2 w wiekszosci komorek produkujacych insuling, podczas gdy
komorki typu 6, wytwarzajace somatostatyne, jedynie sporadycznie wykazywaly obecnos¢
tego biatka (Rycina 1A, publikacja 3). Czgs¢ komorek typu o produkujacych glukagon
rowniez wykazywata immunoreaktywno$¢ z przeciwcialami rozpoznajacymi FKBP2
(Rycina S1A, publikacja 3). Réwnolegle, analiza danych z  sekwencjonowania
pojedynczych komorek RNA dorostej ludzkiej trzustki, wykazala obecno$¢ transkryptu
FKBP2 w komorkach endokrynnych, w tym w komorkach B # (Rycina S1B, publikacja 3).

W celu zbadania roli FKBP2 w rozwoju ludzkich komodrkach B, zastosowano model
ukierunkowanego roznicowania in vitro komoérek hPSC, w oparciu o wczesniej ustalone
protokoty 292184 Proces ten obejmowat sekwencyjne przej$cia komorek przez kolejne stadia
rozwojowe: DE, PP, EP, az do uzyskania komorek [ (Rycina 2, Wstep). Barwienia
immunofluorescencyjne oraz cytometria przeplywowa, metody wizualizujace markery
specyficzne dla kolejnych etapow, takich jak OCT3/4 (hPSC), FOXA2 (DE), PDXI i
NKX6.1 (PP), chromograning A (CHGA, EP), C-peptyd (C-PEP), oraz insuling i NKX6.1
potwierdzity prawidlowy przebieg réznicowania (Ryciny 1B i S1C, publikacja 3).

Analiza publicznie dostepnych danych sekwencjonowania pojedynczych komoérek RNA z
procesu réznicowania komorek B wskazata na ekspresj¢ mRNA dla FKBP2 w komorkach EP
oraz w komoérkach B. Barwienia immunofluorescencyjne i analiza metoda western blot
ujawnily obecno$¢ zwigkszonej ilosci biatka FKBP2 poczawszy od etapu EP, a jego synteza
utrzymywala si¢ w komorkach B (wykazujacych ekspresj¢ CHGA 1 INS) zardwno we
wezesnym (dzien 21), jak i pdznym (dzien 31) etapie réznicowania (Ryciny 1C i S1E-F,
publikacja 3). Dane te tacznie wskazuja, ze transkrypt oraz biatkko FKBP2 ulegaja syntezie

podczas réznicowania w kierunku endokrynnych komorek f in vitro.
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Wplyw delecji FKBP2 na przetwarzanie i wydzielanie insuliny

Aby zbada¢ funkcj¢ FKBP2 w komorkach 8, wygenerowano hPSC z delecja genu FKBP?2
(FKBP2 KO) przy uzyciu CRISPR-Cas9 (Rycina 1D, publikacja 3). Skutecznos¢
modyfikacji genetycznej na poziomie DNA potwierdzono za pomoca metody PCR (Rycina
S1G, publikacja 3) i sekwencjonowania Sangera (Rycina S1H, publikacja 3). Brak syntezy
biatka FKBP2 zweryfikowano metodami western blot (Ryciny 1E i S1I, publikacja 3) oraz
barwienia immunofluorescencyjnego (Rycina 1F, publikacja 3). Stwierdzono, Ze delecja
genu FKBP2 nie wptyne¢ta na syntez¢ markerow pluripotencji takich jak OCT3/4 i NANOG
(Rycina S1K, publikacja 3).

Analiza biochemiczna komoérek FKBP2 KO zréznicowanych do komorek B wykazata spadek
poziomu dojrzatej insuliny o 70% przy jednoczesnym braku zmian w poziomie proinsuliny.
Ponadto odnotowano akumulacje C-PEP (Ryciny 1H-I, publikacja 3), co wskazuje na
zaburzenie procesu proteolitycznego dojrzewania hormonu. W celu potwierdzenia roli
FKBP2 w tym procesie, opracowano model komoérkowy z indukowana, zalezng od
doksycykliny ekspresja biatka FKBP2 skoniugowanego ze znacznikiem FLAG (system Tet-
On). Indukcja nadekspresji FKBP2-FLAG prowadzita do zwigkszonej syntezy biatek CHGA,
C-PEP i INS (Ryciny 1J-K i SIM-O, publikacja 3), co potwierdza kluczowa role FKBP2 w

procesowaniu insuliny.

Konsekwencja zaburzen procesu przetwarzania proinsuliny, byto obnizenie o 42% zdolnosci
wydzielniczej komoérek FKBP2 KO w odpowiedzi na stymulacje KCl (Rycina 1L,
publikacja 3). Analiza ultrastruktury komoérek z wykorzystaniem mikroskopii SIM oraz
TEM, ujawnita istotne zmiany w morfologii ziarnistosci insulinowych. W komorkach KO
byly one powigkszone $rednio o 15% (Rycina 1M, publikacja 3), co zostalo potwierdzone
za pomocg analizy ilosciowej zdjg¢ TEM (Rycina 1N, publikacja 3). Zaobserwowano
réowniez zwickszong heterogenno$¢ 1 gestos¢ elektronowa ziarnistosci, co wskazuje na
defekty w ich prawidlowym dojrzewaniu. Uzyskane wyniki dowodza, ze FKBP2 odgrywa
istotng role w regulacji procesu przetwarzanie proinsuliny oraz w dojrzewaniu ziarnisto$ci

insulinowych w komorkach p.
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Sekwencjonowanie pojedynczych komoérek RNA ujawnia zmiany w réznicowaniu i

funkcji p-komorek po delecji FKBP2

Analiza danych scRNA-seq przeprowadzonej w 31-ym dniu réznicowania ujawnity obecnos$¢
siedmiu klastréw komodrkowych zardowno w warunkach kontrolnych (WT), jak i KO (Ryciny
2A i 2B, publikacja 3). W komodrkach KO zaobserwowano zmniejszenie liczebnoS$ci
klastréw PP2 i EP2 oraz zwigkszong reprezentacj¢ komodrek w klastrach EP1 1 w populacji
wczesnych komorek o (Rycina 2C, publikacja 3). Kluczowa obserwacja byta okoto 1,5-
krotna redukcja liczby komoérek P. Analiza profilu transkrypcyjnego w obrebie klastra
komoérek P wykazata czgSciowa utrate ich specyficznej tozsamosci molekularnej. W
komoérkach B w warunkach KO stwierdzono podwyzszong syntez¢ markerow
charakterystycznych dla komoérek a (GCG, ETV1) oraz obnizong synteze INS, HDACO i
PPIB (Ryciny 2D i 2F, publikacja 3).

Analiza wzbogacenia szlakow sygnatowych (GO i KEGG) wykazata obnizenie ekspres;ji
genow zwigzanych z faldowaniem biatek 1 funkcjonowaniem ER. Z kolei podwyzszonej
ekspresji ulegly geny zaangazowane w procesy adhezji komorkowej, organizacji
cytoszkieletu oraz odpowiedzi na jony wapnia (Rycina 2E, publikacja 3). Szczegdtowa
analiza wykazata obnizony poziom transkryptu dla PCSKI (kodujacego konwertaze
prohormonowa PC1/3), kluczowej endopeptydazy inicjujacej proteolityczne dojrzewanie
proinsuliny. Zmianie tej towarzyszyl wzrost syntezy karboksypeptydazy E (ang.
carboxypeptidase E, CPE), ktora uczestniczy w koncowych etapach obrobki insuliny oraz
biatka pl115, odgrywajacego istotng role w transporcie pecherzykowym pomiedzy ER a
aparatem Golgiego. Powyzsze dane sugeruja, ze w odpowiedzi na defekty w fatdowaniu 1
przetwarzaniu proinsuliny, komorki f uruchamiajg mechanizmy kompensacyjne, polegajace
na aktywacji alternatywnych szlakéw jej dojrzewania i transportu w celu czgsciowego

zrbwnowazenia zaburzen proteostazy.
Zwiekszony stres ER w B-komoérkach z niedoborem FKBP2

Barwienia immunofluorescencyjne ujawnity podwyzszong synteze bialek ATF6 1 PERK —
klasycznych markerow aktywacji odpowiedzi UPR — w komorkach B typu KO (Rycina 3A,
publikacja 3). Zwickszona ilo§¢ ATF6 i PERK w komorce §wiadczy o pobudzeniu
gléwnych szlakow sygnatowych UPR, odpowiedzialnych za przywracanie homeostazy ER

poprzez wzmozong synteze bialek chaperonowych, spowolnienie translacji oraz aktywacje
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degradacji zle sfatdowanych biatek. ROwnocze$nie stwierdzono obnizony poziom SERCA2,
pompy wapniowej utrzymujacej prawidlowe stezenie jondw wapnia w przestrzeni wewnatrz
siateczki S$rédplazmatycznej ER, co korelowato ze zwiekszonym st¢zeniem wapnia
wewnatrzkomorkowego (Ryciny 3B i 3D, publikacja 3). Zaburzenia gospodarki wapniowej
dodatkowo nasilaty stres ER, tworzac samonapedzajacy si¢ mechanizm. Na podstawie
powyzszych obserwacji, wyciagneliSmy wnioski, ze niedobor FKBP2 prowadzi do
nieprawidlowego faldowania proinsuliny. Inicjuje to patologiczng kaskade zdarzen,
obejmujaca aktywacje stresu ER oraz zaburzenia homeostazy wapniowej, ktore wzajemnie
si¢ poteguja. W konsekwencji dochodzi do zaburzen w sekrecji insuliny, co moze
przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji komoérek B i zaburzen w tolerancji na glukoz¢ (Rycina 3E,

publikacja 3).
FKBP2 reguluje los komorek a i p

Analiza ogodlnodostepnych danych scRNA-seq trzustki ptodu ludzkiego wykazata
systematyczny wzrost ekspresji transkryptu FKBP2 migdzy 4-tym a 11-tym tygodniem
rozwoju (Rycina 4A, publikacja 3). Barwienia immunofluorescencyjne potwierdzily
obecno$¢ FKBP2 zaré6wno w komoérkach rozwijajacego si¢ nablonka trzustkowego, jak i w
komorkach z dodatnim wynikiem barwienia dla C-PEP. Wskazuje to na potencjalng
aktywno$¢ FKBP2 w trakcie ksztaltowania si¢ komodrek endokrynnych in vivo (Rycina 4B,
publikacja 3).

W celu zbadania funkcjonalnego =znaczenia FKBP2 w procesie roznicowania,
przeprowadzono analiz¢ komorek z delecja genu FKBP2 (KO). Na etapie PP nie odnotowano
zmian w syntezie biatka NKX6.1, jednakze osiem dni pozniej, zaobserwowano obnizony
poziom kluczowych regulatorow dalszego rdznicowania i stabilizacji fenotypu komorek
wydzielniczych, biatek PDX1 i NKX6.1, w komodrkach KO. Dodatkowo analiza syntezy
INSM1, wczesnego i przejsciowego markera progenitorow endokrynnych, ujawnila istotnie
podwyzszony jego poziom w komdrkach KO. Wyniki te wskazuja na zaburzenia w procesie
réznicowania juz na wczesnym etapie rozwoju komoérek wydzielniczych (Ryciny 4C i 4F,

publikacja 3).

Wyniki analizy scRNA-seq przeprowadzonej w 21-ym dniu roéznicowania wykazalty w
warunkach KO zwigkszong liczebno$¢ populacji EP2 oraz wszystkich typow komorek

wydzielniczych (Rycina 4H-I, publikacja 3). Sugeruje to, ze brak FKBP2 prowadzi do
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przyspieszonego roznicowania progenitorOw endokrynnych, kosztem ich prawidlowego
dojrzewania 1 stabilizacji tozsamosci komorkowej. Podwyzszona synteza biatka INSM1, w
polaczeniu z obnizonym poziomem PDXI1 1 NKX6.1, dodatkowo wspiera te¢ hipoteze,
wskazujac na zaburzenie rownowagi pomiedzy proliferacja, roznicowaniem a dojrzewaniem

komorek wydzielniczych w warunkach niedoboru FKBP2.
Zaburzenia ekspresji oraz syntezy HDAC9 i jego zalezno$¢ od NFAT2

Co ciekawe, jednym z najbardziej deregulowanych gendéw zidentyfikowanych w analizie
scRNA-seq komoérek B w warunkach KO okazal si¢ HDACY, ktorego ekspresja ulegla
dwukrotnej zmianie (Rycina 2D, publikacja 3). HDACY9, nalezacy do deacetylaz
histonowych klasy Ila, jest syntetyzowany w komodrkach B trzustki, a myszy z delecja
Hdac9—/— wykazujg zwieckszong mas¢ komorek B 3°. W 2l-ym dniu réznicowania
stwierdzono podwyzszony poziom mRNA dla HDAC9 w komoérkach EP2 linii KO (Ryciny
6A i 6B, publikacja 3). Natomiast w 31. dniu r6znicowania poziom mRNA dla HDAC9 byt
istotnie obnizony w tych populacjach, co moze stanowi¢ element odpowiedzi
kompensacyjnej po usunieciu genu FKBP2 (Ryciny 6D i 6E, publikacja 3). Barwienia
immunofluorescencyjne wykazaty jednak odpowiednio trzykrotnie (dzien 21) i 2,5-krotnie
(dzien 31) podwyzszone poziomy biatka HDAC9 w komorkach B dla KO (Ryciny 6C i 6F,
publikacja 3). Mikroskopia SIM potwierdzita jadrowa lokalizacje¢ biatka HDAC9 zaréwno w
komorkach kontrolnych (WT), jak i KO, co sugeruje, ze zwigkszona synteza HDAC9 moze
wigza¢ si¢ ze wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej (Rycina 6G, publikacja 3).
Funkcjonalng role HDAC9 potwierdzono stosujac jego inhibicj¢ za pomoca selektywnego
inhibitora TMP195. Interwencja ta w populacji EP prowadzila do spowolnienia réznicowania
w kierunku komorek a oraz do wzrostu syntezy insuliny (Ryciny 6J i 6K, publikacja 3), co
wskazuje na udziat HDAC9 w modulacji r6znicowania si¢ komoérek endokrynnych. Ponadto
indukcja stresu ER za pomoca DTT skutkowata zwigkszong syntezg biatek ATF6 i HDAC9
(Ryciny 6H i 61, publikacja 3), ujawniajac potencjalny mechanizm laczacy aktywacje UPR
z regulacja HDACO.

Utrata biatka opiekunczego (FKBP2) w ER, ktorej wynikiem jest podwyzszony poziom
HDAC9 w komorkach KO zostala przez nas powigzana funkcjonalnie z deregulacja
mechanizmow  transkrypcyjnych. W celu identyfikacji potencjalnych regulatorow
transkrypcji genu HDACY, uzylismy bazy EnrichR TFs TRANSFAC JASPAR do analiz in

silico. Analiza bioinformatyczna wykazata, ze HDAC9 moze by¢ aktywowany przez czynnik
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transkrypcyjny NFATC1 (NFAT2). W sekwencji promotorowej HDACY9 zlokalizowany jest
potencjalny motyw wigzacy NFAT2. Analiza wzbogacenia ,,motywow transkrypcyjnych”
(sekwencji wigzacych dany czynnik transkrypcyjny; Ryciny 7A i 7B, publikacja 3) ujawnita
zaburzenia w $ciezkach komorkowych regulowanych przez NFAT2, przy braku roznic w
jego ekspresji. Dalsza analiza wynikow wykazata, ze w warunkach KO sekwencje
rozpoznawane przez NFAT2 wystepuja w mniejszej liczbie, co $§wiadczy o obnizeniu
aktywnosci sieci transkrypcyjnych zaleznych od tego czynnika. Rodzina NFAT to czynniki
transkrypcyjne, ktorych aktywnos$¢ zalezy od oscylacji wewnatrzkomorkowego stezenia
wapnia, a ich funkcja jest kluczowa w kontroli ekspresji gendw zwigzanych z aktywnoscia
komoérek fp — w tym gendow odpowiedzialnych za regulacje glikemii i1 sekrecje insuliny u

myszy %57,

Zgodnie z powyzszymi wynikami, barwienia immunofluorescencyjne ujawnity zwigkszong
zawarto$¢ biatka NFAT2 w komorkach B w KO, przy czym jego dominujaca lokalizacja w
jadrze komorkowym wskazuje na forme¢ aktywna transkrypcyjnie (Ryciny 7C i 7E,
publikacja 3). Obserwowana jadrowa akumulacja NFAT2 sugeruje jego aktywno$¢
transkrypcyjng, prawdopodobnie indukowana przez naptyw jonow Ca?>" wywolany stresem
ER. Istotnym potwierdzeniem tej hierarchii w szlaku sygnalowym byta farmakologiczna
inhibicja HDACO9, ktdra nie miata wptywu na poziom NFAT2, co jednoznacznie pozycjonuje

NFAT?2 jako czynnik nadrz¢dny wzgledem HDAC9 (Ryciny 7F i 7G, publikacja 3).

Aby potwierdzié, ze obserwowany mechanizm jest konsekwencja utraty FKBP2 w dojrzatych
komorkach, a nie skutkiem zaburzen rozwojowych, stworzyliSmy indukowalny model iKO
FKBP2 w hPSC, szczegétowo przedstawiony na Rycinie S7A (publikacja 3). W tym
systemie ekspresja Cas9 jest aktywowana przez doksycykling, co umozliwia czasowo
kontrolowane wyciecie FKBP2 podczas réznicowania do komodrek [. Wstgpna
charakterystyka modelu wykazala, ze indukcja iKO, ktéra zostata przeprowadzona na etapie,
gdy roznicowane komorki osiagnely fenotyp komérek B, nie wptywala na syntezg
kluczowych markeréw progenitorow endokrynnych, takich jak PDX1, CHGA czy INSM1, a
takze na poziom HDAC9 na wczesnym etapie réznicowania (Ryciny S7B i S7C, publikacja
3). Dane te potwierdzaja, ze system iKO pozwala na selektywne badanie funkcji FKBP2 bez

zakldcania mechanizméw réznicowania w kierunku endokrynnym.

Analizy immunofluorescencyjne potwierdzity brak FKBP2 w komoérkach iKO (Ryciny 7J i
7K, publikacja 3) oraz ujawnity statystycznie istotnie podwyzszone poziomy ATF6, NFAT2

54



1 GCG, C-PEP (Ryciny 7L i 7M, publikacja 3). Wyniki te jednoznacznie wskazuja na
aktywacj¢ odpowiedzi na stres ER, podwyzszong aktywno$¢ NFAT2 oraz na przesunigcie osi

roéznicowania w kierunku komorek a.

Na podstawie uzyskanych danych opracowano schemat mechanistyczny (Rycina 7H,
publikacja 3), zgodnie z ktorym utrata bialka opiekunczego FKBP2 prowadzi do
nasilenia stresu ER. Stres ER powoduje wzrostu stezenia cytozolowych jonow Ca* oraz
do aktywacji szlaku zaleznego od kalmoduliny i kalcyneuryny, czego konsekwencja jest
jadrowa lokalizacja i aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFAT2. W konsekwencji
prowadzi to do rozregulowania transkrypcji genow docelowych, w tym HDACY9, ktorego
nadmierna aktywno$¢ sprzyja przeprogramowaniu fenotypowego progenitorow

endokrynnych i przesunigcia osi réoznicowania w kierunku komoérek o kosztem komorek

B.
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The most important findings of the doctoral dissertation

1) Jedrzejak AP*, Urbaniak EK*, Wasko JA*, Ziojla N, Borowiak M. Diabetes and
SARS-CoV-2-Is There a Mutual Connection? Front Cell Dev Biol. 2022 Jun
13;10:913305. doi: 10.3389/fcell.2022.913305. PMID: 35769263; PMCID:
PM(C9234398. *- First co-authors (Review article) .

This review article provides a comprehensive analysis of the interrelationships between
diabetes and SARS-CoV-2 infection, focusing not only on the effects of COVID-19
infection, but also on the molecular and cellular mechanisms underlying the dysfunction
of B-cells and other pancreatic islet endocrine cells, such as a, 8, and PP cells. Attention
was also drawn to the mechanisms of ER stress caused by the so-called ,,cytokine storm,” i.e.,
the massive and sudden release of cytokines and chemokines, cell inflammation, and their
synergistic effect on the development of both T1D and T2D. The discussion also covered
how various stressors—including viral infections, but also metabolic, immunological, and
environmental factors—can affect B-cell homeostasis, leading to their dysfunction and even

death.

It was emphasized that the COVID-19 pandemic has become a unique starting point for a
broader view of metabolic disorders and diabetes in the context of systemic stress. It was
noted that patients infected with SARS-CoV-2 frequently experienced metabolic
decompensation and newly diagnosed diabetes, prompting researchers to further explore the
links between acute inflammation and pancreatic function. However, the article is not limited
to the effects of viral infection—it treats the pandemic as an analytical model for
understanding a broader problem: how do chronic inflammation and cellular stress affect

the functioning and survival of pancreatic pB-cells?

The study showed that the receptors through which the SARS-CoV-2 virus enters cells — such
as angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), transmembrane serine protease 2 (TMPRSS?2),
neuropilin 1 (NRP1) and dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) — are present not only in lung tissue
but also in pancreatic cells '~*.The synthesis of these proteins in B-cells, as well as in other
pancreatic islet cells — a, 8, PP, and & — is particularly important, which may mean that the
SARS-CoV-2 virus has the potential to cause complex disorders of the pancreatic islets of

Langerhans 4’ (Figure 1, Article 1).
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Endoplasmic reticulum (ER) stress and loss of -cell function

The article emphasizes that ER stress plays an important role in the pathogenesis of both T1D
and T2D #849. B-cells, due to their high secretory activity and the need to produce large
amounts of proinsulin, are particularly sensitive to ER overload. An imbalance between the
demand for protein synthesis and the cell's ability to properly fold and transport proteins leads

to the activation of ER stress pathways.
The role of cytokines and inflammatory response in p-cell dysfunction

The inflammatory response plays an important role in pancreatic -cell dysfunction in both
T1D and T2D *°. We have shown that during SARS-CoV-2 infection, as well as in chronic
inflammation associated with metabolic syndrome, there may be increased production of

cytokines and chemokines, leading to cellular stress and damage to pancreatic tissue.

In particular, based on the results of transcriptomics of infected primary human pancreatic
islets, increased expression of many inflammatory factors has been demonstrated, such as
interleukin 1 B (IL1B), interleukin 1 receptor antagonists (IL1RN), a number of chemokines
such as chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), also known as monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), chemokines CCL3, CCL4 and CCLS, pro-inflammatory chemokines
CXCL1/GROa and CXCL2 and CXCLS5, as well as interferons and genes related to cell
signaling in response to viruses >33, The increase in the expression of these factors was also
confirmed by ELISA. Similar inflammatory activation was observed in models of ductal and

acinar cells derived from hPSCs after SARS-CoV-2 infection **.
“Cytokine storm” and systemic effects

In the context of acute infections such as COVID-19, we discussed the phenomenon of the
so-called “cytokine storm”, which can lead to damage to many organs, including the pancreas.
It has been noted that in patients with severe COVID-19, inflammatory cell infiltration was
observed in the pancreas, along with the presence of markers of endothelial inflammation
(e.g., intercellular adhesion molecule 1, ICAMI; also known as CD54; Cluster of
Differentiation 54), and elevated concentrations of selected chemokines, such as CXCL10 or

CXCLI11, in cultures of infected pancreatic islets 3>,
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Although the article does not explicitly state that a “cytokine storm” leads to the development
of diabetes, it suggests that it may be one of the factors contributing to the development of
hyperglycemia or metabolic decompensation in individuals with previously diagnosed

diabetes or specific metabolic predispositions 368,

The effect of SARS-CoV-2 on different types of pancreatic cells

In addition to B-cells, the article also mentions the potential susceptibility of other types of
islet cells—such as a-cells (producing glucagon), d-cells (producing somatostatin), PP-cells
(producing pancreatic polypeptide), and e-cells (producing ghrelin)—to SARS-CoV-2
infection. It has been shown that the expression of viral receptors may vary in terms of both
their levels and their distribution within the cell, which may underlie individual differences in

the response of pancreatic cells to infection >*-°,
The significance of immune cells and islet infiltrates

It should be emphasized that the autoimmune response plays an important role during
diabetes, especially type 1 diabetes. Infiltration of pancreatic islets by immune cells, mainly T
lymphocytes, can lead to direct destruction of B-cells. In T2D, although the process is not
classically autoimmune in nature, inflammation is also observed within the islets, involving

macrophages and other innate immune cells 1!,

In summary, it was indicated that B-cell dysfunction and survival are the result of a complex
interaction of metabolic, inflammatory, and environmental factors. It was emphasized that
both T1D and T2D are characterized by a common element—the progressive loss of -cell
ability to secrete insulin. The mechanisms underlying this process include ER stress,
inflammatory stress, cytokine-induced cytotoxicity, lipotoxicity, and the potential impact of

viral infections.

Therefore, it is suggested that future therapies should focus not only on glycemic control,
but also on the protection and regeneration of B-cells — by reducing cellular stress,

inhibiting pro-inflammatory cytokines, and supporting cellular adaptive mechanisms.
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2) Urbaniak E, Henry S, Lalowski M, Borowiak M. Molecular puzzle of insulin:
structural assembly pathways and their role in diabetes. Front Cell Dev Biol. 2025
Feb 20;13:1502469. doi: 10.3389/fcell.2025.1502469. PMID: 40052150; PMCID:
PMC11882602 (Review article) 2.

The review paper focuses on the process of insulin maturation in pancreatic p-cells, with
particular emphasis on the stages and proteins involved in this process, along with their
characteristics. Proper protein folding is essential for protein functionality. Eukaryotic cells
have developed complex mechanisms to control this process, including a network of
chaperone proteins and a proteostasis system, which ensure proper protein maturation and
maintain their active conformation 2. In the case of insulin, the hormone responsible for
glucose homeostasis, disturbances in the folding and maturation process lead to its improper
synthesis, accumulation of misfolded protein forms, and endoplasmic reticulum stress, which

contributes to the development of diabetes 9364,

Insulin synthesis in pancreatic 3 cells begins with the production of preproinsulin, a molecule
containing a signal peptide, the B chain, the C peptide, and the A chain 3!. Figure 2 (Article
2) shows the signal sequence that directs preproinsulin to the ER, where it is cleaved to form
proinsulin. A key step in proinsulin folding occurs in the ER, requiring spatial cross-linking
through the formation of three stabilizing disulfide bridges between cysteine residues
(Cys31-Cys96, Cys43—Cys109, Cys95-Cys100) . This process is supervised and assisted
by chaperone proteins such as BiP/GRP78 and GRP94, which prevent the aggregation of
incorrectly folded molecules, and isomerases from the PDI family (e.g., protein disulfide
isomerase), which catalyze the formation and reorganization of S—S bonds . To maintain the
continuity of disulfide bridge formation, PDI undergoes oxidation using the enzyme ERO1
oxidoreductase, generating hydrogen peroxide (H20:), which is then detoxified by, among
others, peroxiredoxin 4 (PRDX4) and glutathione peroxidase 7 (GPX7) ¢7% (Figure 4,
Article 2).

In addition to disulfide bridges, the isomerization of the amino acid proline is also important
in the formation of mature insulin, thanks to which the proinsulin structure adopts the
preferred trans conformation. The FKBP2 protein is responsible for catalyzing this change,
among others, and its synthesis is lowered in B-cells derived from T2D donors . In further
stages, correctly folded proinsulin undergoes further modifications, such as glycosylation,

and is then packaged into COPII transport vesicles (with the participation of SAR1, SEC23,
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SEC24, SEC13, and SEC31 proteins). These vesicles direct proinsulin from ER to the Golgi

apparatus 70,

In the Golgi apparatus, proinsulin undergoes proteolytic processing catalyzed by an enzyme
complex containing PC1/3 and PC2 convertases, which cleave the C-peptide, and
carboxypeptidase E (CPE) that removes the remaining amino acid residues at the ends of the
chains, leading to the formation of two final molecules: mature, fully functional insulin and
C-peptide 7'. Mature insulin is stored in the form of stable hexamers (six insulin molecules
bound by zinc ions) in secretory vesicles, from where it is released in response to glucose
stimuli 72. The secretion process itself occurs in two stages, the first being the rapid release
from ready-made granules, and the second being the slower movement of insulin from the

reserve pool 3.

Disorders in proinsulin folding may result from mutations in the /NS gene (e.g., in Mutant
INS-gene-induced Diabetes of Youth, MIDY), leading to amino acid changes at the protein
level, such as: G(B8)V, Y(B26)C, L(A16)P, H(B5)D, V(B18)A), or in genes encoding
chaperone proteins and ER proteins (WFS1, HSPAS, EIF2AK3, DNAJC3), as well as in
genes encoding transport proteins such as GLUT2 or proteins of the SLC family 747,
Abnormally folded insulin molecules accumulate and activate the ER stress response
pathway, known as UPR, via “stress sensors” such as the endoplasmic reticulum protein
kinase PERK, inositol-1-receptor-like protein 1 (IREI), and transcription factor 6 (ATF6).
PERK phosphorylates eukaryotic translation initiation factor 2 (elF2a), inhibiting translation
and promoting the expression of activating transcription factor 4 (ATF4), which in turn
activates the proapoptotic transcription factor, C/EBP homolog (CHOP). IRE1 activates
XBP1, and ATF6, and after translocating to the nucleus, regulates the expression of genes

that improve protein folding 7® (Figure 3, Article 2).
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Figure 3. Schematic representation of the endoplasmic reticulum (ER) stress response.

Left panel - Under ER homeostasis, correctly folded proinsulin undergoes “quality control.” The
chaperone protein BiP (binding immunoglobulin protein) binds to the three main ER stress “sensors”
(IRE1, PERK, ATF6), keeping them in an inactive state. Right panel - Under conditions of elevated
ER stress caused by improper proinsulin folding, BiP dissociates from the sensors, leading to
activation of the PERK—elF20—~ATF4, IRE1-XBP1, and ATF6 pathways. These factors stimulate the
expression of chaperone proteins, components of the degradation machinery for misfolded proteins
(ERAD), and genes involved in the oxidative stress response, while in the case of chronic stress also
induce apoptosis. Based on Urbaniak ef al., Article 2.

Chronic ER stress, resulting from disturbances in the proinsulin folding process, is a key
pathogenic factor leading to dysfunction and apoptosis of pancreatic -cells, which in turn
contributes to the progression of diabetes. Understanding the mechanisms underlying this
pathology is fundamental to the development of new therapeutic strategies. Prolonged stress
on the biosynthetic apparatus of B-cells, caused by the accumulation of misfolded proinsulin,
initiates a cascade of destructive events. Excessive activation of the UPR pathway leads to a
shift in its function from adaptive to proapoptotic. Under conditions of uncompensated stress,
instead of restoring cellular homeostasis, UPR mechanisms activate signaling pathways
leading to programmed cell death (apoptosis) 3. This process results in a gradual loss of

functional B-cell mass.

Aggregation of misfolded proinsulin molecules can result in the formation of amyloid
deposits. These are structures rich in B-sheets, resistant to proteolytic degradation, and are
one of the characteristic changes in pancreatic pathology in people with T2D 7’. The

accumulation of amyloid deposits leads to disturbances in the normal physiology of B-cells.
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Amyloid deposits can accumulate in target tissues such as the liver or skeletal muscles, where

they disrupt insulin signal transduction, exacerbating systemic insulin resistance 8.

Currently developed therapeutic strategies for diabetes are based on improving ER
homeostasis, supporting protein folding, and gene therapies targeting key proteins in the
insulin synthesis and maturation pathway 7%, In addition, so-called chemical chaperones are
being developed, which are small molecules that help proinsulin adopt the correct shape.

Drugs that reduce ER stress are also being tested.

In summary, proinsulin folding is an extremely complex and energy-intensive process. The
high rate of insulin synthesis, reaching 6,000 preproinsulin molecules per second per B-cell,
places a huge metabolic burden on the ER 3!, This makes B cells particularly susceptible to
proteostasis disorders. When the folding process is disrupted, there is a reduction in the
amount of properly folded, functional insulin, activation of ER stress, and, consequently,
B-cell death and progression of diabetes. Understanding the molecular mechanisms
regulating insulin folding and maturation paves the way for new therapies, both
pharmacological and cellular, that may contribute to more effective treatment of T1D and

T2D in the future.
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3)_Urbaniak E, Baginska M, Szlachcic W, Grabowska M, Shcheglova E, Jankowski A,
Marzec M, and Borowiak M. ER stress and cell fate: FKBP2 regulates proinsulin folding and
a- vs. B cell differentiation via NFAT and HDAC9 BioRxiv 2025.09.01.672695. doi:
10.1101/2025.09.01.672695 (preprint) 2.

Previous studies in which I participated demonstrated FKBP2 synthesis in human f cells in
vivo 3. Based on these results, we analyzed FKBP2 synthesis in the adult human pancreas in
detail. Immunofluorescence staining and confocal microscopy confirmed the presence of
FKBP2 in most insulin-producing cells, while d-cells, which produce somatostatin, only
sporadically showed the presence of this protein (Figure 1A, Article 3). Some glucagon-
producing a-cells also showed immunoreactivity with antibodies recognizing FKBP2 (Figure
S1A, Article 3). In parallel, analysis of single-cell RNA sequencing data from the adult
human pancreas revealed the presence of FKBP2 transcript in endocrine cells, including B-

cells 3 (Figure S1B, Article 3).

To investigate the role of FKBP2 in human B-cell development, we used a model of targeted
in vitro differentiation of hPSCs, based on previously established protocols 202184 This
process involved sequential passage of cells through successive developmental stages: DE,
PP, EP, wuntil p-cells were obtained (Figure 2, Introduction paragraph).
Immunofluorescence staining and flow cytometry, methods visualizing markers specific to
successive stages, such as OCT3/4 (hPSCs), FOXA2 (DE), PDX1 and NKX6.1 (PP),
chromogranin A (CHGA, EP), C-peptide (C-PEP), and insulin and NKX6.1 confirmed the
formation of B-cells (Figures 1B and S1C, Article 3).

Analysis of publicly available single-cell RNA sequencing data from the B-cell differentiation
process indicated mRNA expression for FKBPZ2 in EP cells and B-cells. Immunofluorescence
staining and Western blot analysis revealed the presence of increased FKBP2 protein starting
from the EP stage, and its synthesis persisted in B-cells (expressing CHGA and INS) at both
the early (day 21) and late (day 31) stages of differentiation (Figures 1C and S1E-F, Article
3). Together, these data indicate that FKBP2 transcript and protein are synthesized during

differentiation toward endocrine B-cells in vitro.
The effect of FKBP2 deletion on insulin processing and secretion

To investigate the function of FKBP2 in B-cells, we generated hPSCs with FKBP2 gene
deletion (FKBP2 KO) using CRISPR-Cas9 (Figure 1D, Article 3). The efficacy of genetic
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modification at the DNA level was confirmed by PCR (Figure S1G, Article 3) and Sanger
sequencing (Figure S1H, Article 3). The absence of FKBP2 protein synthesis was verified
by Western blot (Figure 1E and S1I, Article 3) and immunofluorescence staining (Figure
1F, Article 3). It was found that the deletion of the FKBP2 gene did not affect the synthesis
of pluripotency markers such as OCT3/4 and NANOG (Figure S1K, Article 3).

Insulin levels decreased by 70% with unchanged proinsulin levels in the FKBP2-KO line
differentiated into B-cells. In addition, accumulation of C-PEP was visible (Figure 1H-I,
Article 3). Using the Tet-On system, we obtained induced synthesis of FKBP2-FLAG protein,
which led to increased synthesis of CHGA, C-PEP, and INS proteins following the use of
doxycycline activating FKBP2 gene overexpression in this system (Figures 1J-K and S1M-
O, Article 3).

The consequence of proinsulin processing disorders was a 42% reduction in the secretory
capacity of FKBP2 KO cells in response to KCIl stimulation (Figure 1L, Article 3).
Ultrastructural analysis of cells using SIM and TEM microscopy revealed significant changes
in the morphology of insulin granules. In KO cells, they were enlarged by an average of 15%
(Figure 1M, Article 3), which was confirmed by quantitative analysis of TEM images
(Figure 1IN, Article 3). Increased heterogeneity and electron density of granules were also
observed, indicating defects in their proper maturation. The results obtained prove that
FKBP2 plays an important role in the regulation of proinsulin processing and insulin granule

maturation in p-cells.

Single-cell RNA sequencing reveals changes in p-cell differentiation and function

following FKBP2 deletion

Analysis of scRNA-seq data performed on day 31 of differentiation revealed the presence of
seven cell clusters in both control (WT) and KO conditions (Figure 2A—B, Article 3). In KO
cells, a reduction in the number of PP2 and EP2 clusters and an increased representation of
cells in EP1 clusters and in the early a-cell population were observed (Figure 2C, Article 3).
A key observation was an approximately 1.5-fold reduction in the number of B-cells.
Analysis of the transcriptional profile within the B-cell cluster revealed a partial loss of their
specific molecular identity. In KO B-cells, increased synthesis of markers characteristic of o
cells (GCG, ETV1) and decreased synthesis of INS, HDACY9, and PPIB were observed
(Figures 2D and 2F, Article 3).
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Analysis of signal pathway enrichment (GO and KEGG) showed decreased expression of
genes related to protein folding and ER function. In contrast, genes involved in cell adhesion,
cytoskeletal organization, and calcium ion response were overexpressed (Figure 2E, Article
3). Detailed analysis showed reduced transcript levels for PCSK/ (encoding prohormone
convertase PC1/3), a key endopeptidase that initiates the proteolytic maturation of proinsulin.
This change was accompanied by an increase in the synthesis of carboxypeptidase E (CPE),
which participates in the final stages of insulin processing, and p115 protein, which plays an
important role in vesicular transport between the ER and the Golgi apparatus. These data
suggest that in response to defects in proinsulin folding and processing, B-cells activate
compensatory mechanisms involving the activation of alternative maturation and transport

pathways to partially compensate for proteostasis disorders.
Increased ER stress in B-cells with FKBP2 deficiency

Immunofluorescence staining revealed increased synthesis of ATF6 and PERK proteins —
classic markers of the UPR — in KO B-cells (Figure 3A, Article 3). Increased levels of ATF6
and PERK in the cell indicate the activation of the main UPR signaling pathways responsible
for restoring endoplasmic reticulum homeostasis through increased chaperone protein
synthesis, translation retardation, and activation of misfolded protein degradation. At the
same time, a reduced level of SERCA2, a calcium pump that maintains the correct
concentration of calcium ions in the endoplasmic reticulum, was found, which correlated with
increased intracellular calcium concentration (Figure 3B and 3D, Article 3). Calcium
homeostasis perturbations further exacerbated ER stress, creating a self-perpetuating
mechanism. Based on the above observations, we concluded that FKBP2 deficiency leads to
abnormal proinsulin folding. This initiates a pathological cascade of events, including ER
stress activation and calcium homeostasis disarray, which mutually reinforce each other.
Consequently, insulin secretion is impaired, which may contribute to B-cell dysfunction and

impaired glucose tolerance (Figure 3E, Article 3).
FKBP2 regulates a- and f-cell fate

Analysis of publicly available scRNA-seq data from the human fetal pancreas showed a
systematic increase in FKBP2 transcript expression between the 4th and 11th weeks of
development (Figure 4A, Article 3). Inmunofluorescence staining confirmed the presence of

FKBP2 in both developing pancreatic epithelial cells and C-PEP-positive cells. This indicates
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the potential activity of FKBP2 during the formation of endocrine cells in vivo (Figure 4B,

Article 3).

To investigate the functional significance of FKBP2 in the differentiation process, cells with
FKBP?2 gene deletion (KO) were analyzed. At the PP stage, no changes in NKX6.1 protein
synthesis were observed, but eight days later, reduced levels of key regulators of further
differentiation and stabilization of the secretory cell phenotype, PDX1 and NKX6.1 proteins,
were observed in KO cells. Additionally, analysis of INSM1 synthesis, an early and
transitional marker of endocrine progenitors, revealed significantly elevated levels in KO
cells. These results indicate abnormalities in the differentiation process already at an early

stage of secretory cell development (Figure 4C-F, Article 3).

The results of scRNA-seq analysis performed on day 21 of differentiation showed an
increased abundance of the EP2 population and all types of secretory cells under KO
conditions (Figure 4H-I, Article 3). This suggests that the absence of FKBP2 leads to
accelerated differentiation of endocrine progenitors, which occurs at the expense of their
proper maturation and cell identity stabilization. Increased synthesis of INSM1 protein,
combined with decreased levels of PDX1 and NKX6.1, further supports this hypothesis,
indicating an imbalance between proliferation, differentiation, and maturation of secretory

cells under conditions of FKBP?2 deficiency.
Disruptions in HDAC9 expression and synthesis and its dependence on NFAT2

Interestingly, one of the most dysregulated genes identified in the scRNA-seq analysis of -
cells under KO conditions was HDACY9, whose expression changed twofold (Figure 2D,
Article 3). HDAC9, belonging to class Ila histone deacetylases, is synthesized in pancreatic
B-cells, and Hdac9—/— knockout mice show increased B-cell mass 3°. On day 21 of
differentiation, elevated levels of HDAC9 mRNA were found in EP2 cells of the KO line
(Figure 6A-B, Article 3). However, on day 31 of differentiation, HDAC9 mRNA levels were
significantly reduced in these populations, which may be part of a compensatory response
following FKBP2 gene deletion (Figure 6D-E, Article 3). However, immunofluorescence
staining showed a threefold (day 21) and 2.5-fold (day 31) increase in HDAC9 protein levels
in B-cells in KO (Figures 6C and 6F, Article 3). SIM microscopy confirmed the nuclear
localization of HDACO protein in both control (WT) and KO cells, suggesting that increased

HDACOY synthesis may be associated with increased transcriptional activity (Figure 6G,
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Article 3). The functional role of HDAC9 was confirmed by its inhibition using the selective
inhibitor TMP195. This intervention in the EP population led to a slowdown in differentiation
towards a-cells and an increase in insulin synthesis (Figure 6J-K, Article 3), indicating the
involvement of HDAC9 in the modulation of endocrine cell differentiation. Furthermore,
induction of ER stress using DTT resulted in increased synthesis of ATF6 and HDAC9
proteins (Figure 6H-I, Article 3), revealing a potential mechanism linking UPR activation to

HDAC9 regulation.

The loss of chaperone protein (FKBP2) in the ER, resulting in elevated HDAC9 levels in KO
cells, was functionally linked by us to the dysregulation of transcriptional mechanisms. To
identify potential regulators of HDAC9 gene transcription, we used the EnrichR
TFs TRANSFAC JASPAR database for in silico analysis. Analysis of the results showed
that HDACO9 can be activated by the transcription factor NFATC1 (NFAT2). A potential
NFAT2-binding motif is localized in the HDAC9 promoter sequence. Enrichment analysis of
“transcription motifs” (sequences binding a given transcription factor; Figure 7A-7B, Article
3) revealed disturbances in cellular pathways regulated by NFAT2, with no differences in its
expression. Further analysis of the results showed that under KO conditions, the sequences
recognized by NFAT2 occur in smaller numbers, indicating a reduction in the activity of
transcription networks dependent on this factor. The NFAT family are transcription factors
whose activity depends on the oscillation of intracellular calcium concentration, and their
function is crucial in controlling the expression of genes related to B-cell activity, including
genes responsible for glucose regulation and insulin secretion in mice 8%, In line with the
above results, immunofluorescence staining revealed increased NFAT2 protein content in 3-
cells in KO, with its predominant localization in the cell nucleus indicating a transcriptionally
active form (Figures 7C and 7E, Article 3). The observed nuclear accumulation of NFAT2
suggests its transcriptional activity, possibly induced by Ca?* influx caused by ER stress. An
important confirmation of this hierarchy in the signaling pathway was the pharmacological
inhibition of HDAC9, which had no effect on NFAT2 levels, clearly positioning NFAT2 as a
factor located upstream to HDAC9 (Figures 7F-G, Article 3).

To confirm that the observed mechanism is a consequence of FKBP2 loss in mature cells and
not a result of developmental disorders, we created an inducible iKO FKBP2 model in hPSCs,
detailed in Figure S7A (Article 3). In this system, Cas9 expression is activated by

doxycycline, enabling time-controlled deletion of FKBP2 during differentiation into p-cells.
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Preliminary characterization of the model showed that iKO induction, which was performed
at the stage when differentiated cells had reached the B-cell phenotype, did not affect the
synthesis of key endocrine progenitor markers such as PDX1, CHGA, or INSMI, or on
HDACY levels at the early stage of differentiation (Figure S7B-C, Article 3). These data
confirm that the iKO system allows for selective study of FKBP2 function without disrupting

endocrine differentiation mechanisms.

Immunofluorescence analyses confirmed the absence of FKBP2 in iKO cells (Figure 7J-K,
Article 3) and revealed statistically significant increases in ATF6, NFAT2, GCG, and C-PEP
levels (Figure 7L-M, Article 3). These results clearly indicate activation of the ER stress

response, increased NFAT2 activity, and a shift in the differentiation axis towards a-cells.

Based on the data obtained, we developed a mechanistic diagram (Figure 7H, Article 3),
according to which the loss of FKBP2 leads to increased ER stress, an increase in Ca**
ion concentration, and activation of the calmodulin- and calcineurin-dependent
pathway, resulting in the nuclear localization and activation of NFAT2. This ultimately
leads to the dysregulation of target genes transcription, including HDACY, whose
excessive activity promotes the reprogramming of endocrine progenitors towards other

secretory cells (pro-a differentiation axis).
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9. Dyskusja

Zrozumienie szczegdlowych etapow faldowania proinsuliny oraz identyfikacja kluczowych
biatek bioragcych udziat w tym procesie stanowi istotny element badan nad patofizjologia
cukrzycy typu 2 (T2D). Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze bledy w fatdowaniu proinsuliny
w ER odgrywaja fundamentalng rol¢ w utracie funkcji komoérek PB. W prezentowanej
rozprawie doktorskiej skoncentrowano si¢ na analizie funkcji FKBP2 — izomerazy peptydylo-
prolyl cis-trans zlokalizowanej w ER — ktorej rola w procesie dojrzewania proinsuliny nie

zostata dotychczas w pelni wyjas$niona.

Weczesniejsze dane, m.in. z pracy Hoefner i wsp. (2023), wykazaty, ze FKBP2 wystepuje w
komorkach B i oddzialuje z niesfaldowang proinsuling oraz biatkami opiekunczymi GRP94 i
BiP. Delecja FKBP2 w modelu szczurzym (INS-1E) prowadzi do zaburzenia procesowania
proinsuliny, wzrostu jej wydzielania poza komérke w formach niedojrzatych oraz skrocenia
czasu pottrwania czasteczki. Mutacja P28A w proinsulinie, zlokalizowana w miejscu
rozpoznawanym przez FKBP2, eliminowata zdolno$¢ tego biatka opiekunczego do
przywrdcenia poprawnego faldowania, co potwierdzito jego kluczowa funkcje w tym

procesie 3.

Aby rozszerzy¢ te obserwacje na system ludzkich komoérek, wykorzystano trzy modele oparte
na ludzkich pluripotencjalnych komdrkach macierzystych (hPSC): klasyczny knock-out (KO),
nadekspresje genu FKBP2 oraz model z indukowang delecja genu FKBP?2 (iKO).

W modelu KO, delecja FKBP2 zostalta wprowadzona metoda CRISPR/Cas9 przed
rozpoczeciem procesu roznicowania komorek. Pozwolito to na obserwacj¢ skutkéw trwalego
braku tego genu/biatka w calym procesie réznicowania. Analiza fenotypowa wykazata, ze
mimo poprawnego przej$cia przez wczesne etapy rozwojowe (DE i PP), w pdzniejszych
etapach — szczegdlnie na poziomie endokrynnym — komorki wykazywaty istotne zaburzenia.
Odnotowano obnizong ekspresje insuliny oraz zmniejszong liczebno$¢ komorek .
Immunofluorescencja 1 cytometria przeplywowa wykazaty takze obnizong syntezg
kluczowych markeréw dojrzewania, takich jak PDX1 i NKX6.1. Ponadto, zaobserwowano
podwyzszony stosunek ilo§ciowy proinsuliny do insuliny, akumulacj¢ C-peptydu oraz
zaburzenia w morfologii 1 wielko$ci ziaren wydzielniczych, co potwierdzono za pomocg
mikroskopii SIM 1 TEM. Zaburzenia te szty w parze z istotnym spadkiem wydzielania

insuliny, wskazujac na defekt funkcjonalny komorek . Wyniki te sa spdjne z wezesniejszymi
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obserwacjami przez Hoefner i wsp. *® w modelu szczurzym, wskazujgc na ewolucyjnie
konserwowang funkcje FKBP2 w faldowaniu i przetwarzaniu proinsuliny. W przypadku
modelu OE (nadekspresja FKBPZ2), obserwowano efekt odwrotny niz w KO — komorki
charakteryzowaty si¢ podwyzszong syntezag INS niz komorki kontrolne (WT). Analizy
immunofluorescencyjne i potwierdzity podwyzszony poziom markerow dojrzewania, takich
CHGA oraz NKX6.1. Wyniki te wskazuja, ze nadekspresja FKBP2 wspomaga prawidtowe

faldowanie proinsuliny oraz sprzyja dojrzewaniu i funkcjonalno$ci komorek p.

Dalsze analizy mechanistyczne dotyczyly poréwnania modeli KO i WT, aby wyjasni¢ zrodio
obserwowanych zaburzen. Aby lepiej zrozumie¢ molekularne podstawy fenotypu
obserwowanego w modelu KO (w poréwnaniu do kontroli WT), wykonano
sekwencjonowanie pojedynczych komorek oraz analizy immunofluorescencyjne. Badania te
wykazaly redukcje liczby komorek P oraz wzrost liczby komoérek a (wraz z ekspresja
glukagonu, GCG oraz czynnika transkrypcyjnego ARX, ang. aristaless related homeobox),
co wskazuje na przesunigcie linii rozwojowej. Rownolegle obserwowano wzrost syntezy
markeréw odpowiedzi na stres ER (ATF6, PERK), obnizenie poziomu SERCA2 oraz
zwigkszenie stgzenia wapnia cytoplazmatycznego. Wzrost aktywnosci osi wapn—-NFAT2—
HDACY9 sugeruje aktywacje szlaku epigenetycznego, ktory moze odpowiadaé za
reprogramowania losu komorek. Zwigkszony poziom HDAC9 zostat potwierdzony metodami
IF 1 SIM na poziomie biatka. Aktywna, jadrowa lokalizacja NFAT2, potwierdzona takze
barwieniem immunofluorescencyjnym, korelowala ze zwigkszong synteza HDACO.
Zastosowanie inhibitora TMP195 prowadzilo do redukcji liczby komorek a i czgsciowego
przywrocenia syntezy INS, co potwierdza funkcjonalng role szlaku NFAT2-HDACY9 w

warunkach stresu ER.

Obserwacje te sg zgodne z wczesniejszymi doniesieniami opisujagcymi plastyczno$¢ komorek
B w warunkach stresu, np. pracami Avrahami i wsp. 8, Talchai i wsp. 3 i Sachdeva i wsp.?*%!,
ktoére wskazuja na mozliwo$¢ epigenetycznej rewersji fenotypu komorek B. Nasze wyniki
stanowia rozszerzenie tych obserwacji, wskazujac na FKBP2 - jako kluczowy

stabilizator fenotypu komorek B i regulator odpowiedzi na stres ER.

W tym konteksécie istotne jest podkreslenie, ze funkcja FKBP2 moze wykracza¢ poza

klasyczne zadania przypisane biatkom opiekunczym. Coraz wigcej badan %%

wskazuje, ze
cztlonkowie rodziny FKBP biorg udzial takze w regulacji sygnalizacji mTOR, kontroli

wapniowej oraz procesach autofagii. W komoérkach B, FKBP2 moze petic¢ rolg integrujaca
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taczac lokalng proteostaz¢ w ER z globalnym stanem metabolicznym, dzialajac jako ,,czynnik

sprzegajacy” defekty w faldowaniu biatek z adaptacja catej komorki.

Aby lepiej rozdzieli¢ wptyw FKBP2 na sam proces dojrzewania proinsuliny od jego roli w
réznicowaniu  komoérkowym, opracowano model iKO - indukowalny knock-out
wykorzystujacy system Tet-On i integracje kasety sgRNA w lokusie piggyBac. Konstrukt
zawieral rozdzielone motywem tRNA sekwencje sgRNA, umozliwiajace ich ekspresj¢ jako
jeden transkrypt ulegajacy auto-wycinaniu. Indukcja delecji FKBP2 nastepowata w 20-tym
dniu réznicowania, po etapie PP, ale przed pelnym roéznicowaniem endokrynnym. Taki uktad

pozwala na selektywne wytaczenie FKBP2 tylko w koncowej fazie dojrzewania komorek f.

W przeciwienstwie do modelu KO, w iKO nie odnotowano zaburzen w syntezie PDXI,
CHGA, INSMI, co sugeruje, ze FKBP2 bierze udziat nie tylko w odpowiednim

procesowaniu proinsuliny, ale rowniez odgrywa role w dojrzewaniu komorek P trzustki.

Z perspektywy translacyjnej, modele KO oraz iKO pozwalaja na rozdzielenie funkcji FKBP2
w faldowaniu insuliny i1 r6éznicowaniu linii endokrynnych. Otwiera to nowe mozliwos$ci
terapeutyczne: zastosowanie chaperonow chemicznych (np. 4-PBA, TUDCA), modulatoréw
wapnia (SERCA2), czy inhibitoréw HDAC9, co moze poprawi¢ jako$¢ i stabilno§¢ komorek
B. Co wigcej, FKBP2 moze postuzy¢ jako biomarker selekcji najbardziej funkcjonalnych linii
hPSC dla celow terapii komorkowej. Warto jednak zauwazy¢, ze interwencje te moga miec
charakter plejotropowy — podczas gdy wspomagajg fatdowanie i przezywalno$¢ komorek J,
mogg takze modulowaé inne linie komdrkowe wysp trzustki. Dlatego przyszie badania
powinny uwzglednia¢ heterogeniczno$¢ wysp i odpowiedzie¢ na pytanie czy FKBP2 petni

rozne funkcje w subpopulacjach komorek B ¥+%,

Dalsze badania powinny obja¢ analiz¢ interaktomu FKBP2, wykorzystujac metody takie jak
immunoprecypitacja sprzezona ze spektrometria mas (ang. Immunoprecipitation—Mass
Spectrometry, IP-MS) ¢, celem zidentyfikowania jego partneréw w ER i ustalenia pozycji w
kaskadzie proteostazy. Porownania z innymi cztonkami rodziny FKBP — FKBP10, FKBP51 i
FKBP52 — moze ujawni¢ redundancj¢ lub specjalizacj¢ funkcjonalng tych biatek w
komorkach o wysokiej aktywnos$ci wydzielniczej.

Dodatkowym kierunkiem badan powinna by¢ analiza powigzan migdzy stresem ER a
mitochondriami (ang. mitochondrial-ER crosstalk) °"%8. Zaburzenie funkcji FKBP2 moze by¢

przyczyna upos$ledzonego funkcjonowania bton mitochondrialnych (ang. mifochondria-
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associated membranes, MAMSs), ktore odpowiadaja za wymian¢ wapnia 1 lipidow.
Dysfunkcja tych polaczen funkcjonalnych moze potegowac stres oksydacyjny i prowadzi¢ do
utraty wydajnos$ci komorek B, co stanowi kolejny mechanizm wigzacy FKBP2 z patogeneza

T2D.

Podsumowujac, FKBP2 pelni zlozong role w komorkach B: 1) jako chaperon faldujacy
proinsuling, modulator odpowiedzi na stres ER, 2) regulator wapniowy i epigenetyczny oraz
stabilizator fenotypu komorek P, 3) modele KO oraz iKO oparte na hPSC stanowia
zaawansowang platform¢ do badania homeostazy ER i testowania przysztych terapii
ukierunkowanych na poprawe funkcji komorek B w T2D, 4) integracja tych wynikow z
wynikami badan populacyjnych u ludzi (np. GWAS) moze pozwoli¢ na identyfikacje
wariantow w genie FKBP2 zwigzanych z podatnoscia na T2D, bardziej uwypuklajac

translacyjny charakter tego biatka jako biomarkera i obiektu celowanych terapii w cukrzycy.
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Discussion

Understanding the detailed stages of proinsulin folding and identifying the key proteins
involved in this process is an important part of research into the pathophysiology of T2D.
There is growing evidence that errors in proinsulin folding in the ER play a fundamental role
in the loss of B-cell function. This doctoral dissertation focuses on the analysis of the function
of FKBP2, a peptidyl-prolyl cis-trans isomerase located in the ER, whose role in proinsulin
maturation has not yet been fully elucidated.

Previous data, including from the work of Hoefner et al. (2023), have shown that FKBP2 is
present in B-cells and interacts with unfolded proinsulin and the chaperone proteins GRP94
and BiP. Deletion of FKBP?2 in a rat model (INS-1E) leads to impaired proinsulin processing,
increased secretion of immature forms outside the cell, and a shortened half-life of the
molecule. The P28A mutation in proinsulin, located at the site recognized by FKBP2,
eliminated the ability of this chaperone protein to restore correct folding, confirming its key
role in this process %.

To extend these observations to a human cell system, three models based on human
pluripotent stem cells (hPSCs) were used: classic knockout (KO), FKBP2 gene
overexpression, and an inducible FKBP2 gene knockout (iIKO) model.

In the KO model, FKBP2 deletion was introduced using the CRISPR/Cas9 method before the
start of the cell differentiation process. This allowed the effects of the permanent absence of
this gene/protein to be observed throughout the whole differentiation process. Phenotypic
analysis showed that despite correctly passing through the early developmental stages (DE
and PP), the cells exhibited significant abnormalities in later stages, particularly at the
endocrine level. Reduced INS expression and decreased [-cell numbers were noted.
Immunofluorescence and flow cytometry also showed reduced synthesis of key maturation
markers such as PDX1 and NKX6.1. In addition, an increased proinsulin to insulin ratio, C-
peptide accumulation, and abnormalities in the morphology and size of secretory granules
were observed, as confirmed by SIM and TEM microscopy. These abnormalities were
accompanied by a significant decrease in insulin secretion, indicating a functional defect in 3-
cells. These results are consistent with earlier observations by Hoefner ef al. *® in a rat model,
indicating an evolutionarily conserved function of FKBP2 in proinsulin folding and
processing. In the OE model (FKBP2 overexpression), the opposite effect was observed
compared to KO — cells were characterized by increased INS synthesis compared to control

cells (WT). Immunofluorescence analyses confirmed elevated levels of maturation markers
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such as CHGA and NKX6.1. These results indicate that FKBP2 overexpression promotes
proper proinsulin folding and favors B-cell maturation and functionality.

Further mechanistic analyses compared KO and WT models to explain the source of the
observed abnormalities. To better understand the molecular basis of the phenotype observed
in the KO model (compared to the WT control), single-cell RNA sequencing and
immunofluorescence analyses were performed. These studies showed a reduction in the
number of B-cells and an increase in the number of a-cells (along with the expression of
glucagon, GCG, and the transcription factor ARX, aristaless related homeobox), indicating a
shift in the developmental lineage. At the same time, an increase in the synthesis of ER stress
response markers (ATF6, PERK), a decrease in SERCA2 levels, and an increase in
cytoplasmic calcium concentration were observed. The increase in calcium-NFAT2-HDAC9
axis activity suggests the activation of an epigenetic pathway that may be responsible for the
cell fate reprogramming cycle. Increased HDACY9 levels were confirmed by IF and SIM
methods at the protein level. The active nuclear localization of NFAT2, also confirmed by
immunofluorescence staining, correlated with increased HDAC9 synthesis. The use of the
TMP195 inhibitor led to a reduction in the number of a-cells and partial restoration of INS
synthesis, confirming the functional role of the NFAT2-HDAC9 pathway under ER stress
conditions.

These observations are consistent with earlier reports describing the plasticity of B-cells under
stress conditions, e.g., the work of Avrahami ef al. ®, Talchai et al. ® and Sachdeva et al. °*°!,
which indicate the possibility of epigenetic reversal of the B-cell phenotype. Our results
extend these observations, pointing to FKBP2 as a key stabilizer of the pB-cell phenotype
and regulator of the ER stress response. In this context, it is important to emphasize that
the function of FKBP2 may extend beyond the classic tasks assigned to chaperone proteins.
A growing number of studies ** indicate that members of the FKBP family are also involved
in the regulation of mTOR signaling, calcium control, and autophagy processes. In B-cells,
FKBP2 may play an integrative role by linking local proteostasis in the ER to the global
metabolic state, acting as a “coupling factor” between protein folding defects and whole-cell
adaptation.

To better separate the influence of FKBP2 on the proinsulin maturation process itself from its
role in cell differentiation, an iKO model was developed—an inducible knock-out using the
Tet-On system and integration of the sgRNA cassette into the piggyBac locus. The construct
contained sgRNA sequences separated by a tRNA motif, allowing their expression as a single

self-splicing transcript. Induction of FKBP2 deletion occurred on day 20 of differentiation,
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after the PP stage but before full endocrine differentiation. This arrangement allows for
selective FKBP2 knockout only in the final phase of -cell maturation.

In contrast to the KO model, no abnormalities in PDX1, CHGA, or INSM1 synthesis were
observed in iKO, suggesting that FKBP2 is not only involved in the proper processing of
proinsulin but also plays a role in the maturation of pancreatic -cells.

From a translational perspective, KO and iKO models allow for the separation of FKBP2
functions in insulin folding and endocrine line differentiation. This opens new therapeutic
possibilities: the use of chemical chaperones (e.g., 4-PBA, TUDCA), calcium modulators
(SERCA?2), or HDACOY inhibitors, which may improve the quality and stability of B-cells.
Furthermore, FKBP2 can serve as a biomarker for selecting the most functional hPSC lines
for cell therapy purposes. However, it is worth noting that these interventions may be two-
sided — while they support B-cell folding and survival, they may also modulate other
pancreatic islet cell lines. Therefore, future studies should take into account the heterogeneity
of the islets and answer the question of whether FKBP2 performs different functions in B-cell
subpopulations *+%,

Further research should include analysis of the FKBP2 interactome using methods such as
immunoprecipitation coupled with mass spectrometry (IP-MS) %, to identify its partners in
the ER and determine its position in the proteostasis cascade. Comparisons with other
members of the FKBP family — FKBP10, FKBP51, and FKBP52 — may reveal redundancy or
functional specialization of these proteins in cells with high secretory activity.

An additional direction of research should be the analysis of the links between ER stress and
mitochondria (mitochondrial-ER crosstalk) °7%8. FKBP2 dysfunction may result in an
impaired function of mitochondria-associated membranes (MAMSs), which are responsible for
calcium and lipid exchange. Imbalance in these functional connections can increase oxidative
stress and lead to loss of B-cell efficiency, which is another mechanism linking FKBP2 to the
pathogenesis of T2D.

In summary, FKBP2 plays a complex role in B-cells: 1) as a proinsulin folding chaperone,
modulator of ER stress response, 2) calcium and epigenetic regulator and B-cell phenotype
stabilizer, 3) hPSC-based KO and iKO models provide an advanced platform for studying ER
homeostasis and testing future therapies aimed at improving B-cell function in T2D, 4) the
integration of these results with human population studies (e.g., GWAS) may allow the
identification of variants in the FKBP2 gene associated with susceptibility to T2D, further
highlighting the translational nature of this protein as a biomarker and aim for targeted

therapies in diabetes.
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10.Wnioski

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Bialko FKBP2 jest syntezowane w ludzkich komoérkach P trzustki, zarowno w
trakcie rozwoju plodowego, jak 1 w dorostej trzustce. Jego obecnos$¢ koreluje z
obecno$cig markeréow endokrynnych.

Calkowita delecja FKBP2 (KO) w komodrkach hPSC prowadzi do istotnych
zaburzen w przetwarzaniu proinsuliny, zmniejszonej ilo$ci dojrzatych ziarnistosci
insulinowych oraz uposledzonej sekrecji insuliny.

Nadekspresja FKBP2 (OE) wywoluje efekt odwrotny — pobudza synteze
markeréw dojrzalosci komorek B oraz poprawia produkcje insuliny, co sugeruje,
ze FKBP?2 jest czynnikiem wspomagajacym dojrzewanie komorek f.

Uzycie indukowanego knockoutu (iKO) umozliwia kontrolowana delecj¢ genu
FKBP2 i pozwala na czasowe rozdzielenie r6l odgrywanych przez gen/biatko FKBP2
na wczesnych i1 péznych etapach réznicowania.

W warunkach KO obserwuje si¢ aktywacje stresu siateczki Srédplazmatycznej
(ER), co potwierdzaja podwyzszone poziomy PERK, ATF6 oraz wzrost poziomu
cytoplazmatycznego wapnia (obnizony poziom biatka SERCA?2).

Analizy ultrastrukturalne wykazaly istotne defekty w budowie ziarnistosci
wydzielniczych w komoérkach B pozbawionych FKBP2, co moze tlumaczy¢ ich
zaburzong funkcj¢ wydzielnicza.

Sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek ujawnilo, ze delecja FKBP2
zaburza trajektori¢ réznicowania komérek w kierunku fenotypu B, a populacja
staje si¢ bardziej heterogenna, z wigkszym udziatem komorek a.

HDACY9 jest syntezowany w komorkach z delecja FKBP2, a jego lokalizacja w
komérce zlokalizowana jest gléwnie jadrze komorkowym. Zwigkszona synteza
biatka koreluje ze spadkiem syntezy kluczowego markera dojrzatosci komoérek B, co
wskazuje, ze HDAC9 pelni funkcje represora rdznicowania i dojrzewania tych
komorek.

Interwencja farmakologiczna hamujaca funkcje HDACY9 czeSciowo przywraca
synteze¢ markeréw dojrzalosci komorek P, co wskazuje na potencjalne
zastosowanie tej strategii w celu odwrocenia zaburzen w réoznicowaniu komorek  w

warunkach stresu ER.

10) Indukcja stresu ER z uzyciem DTT potwierdzila, ze FKBP2 dziala ochronnie

wobec komorek .
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Conclusions

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

The FKBP2 protein is synthesized in human pancreatic f-cells, both during fetal
development and in the adult pancreas. Its presence correlates with the presence of
endocrine markers.

Complete deletion of FKBP2 (KO) in hPSC cells leads to significant disturbances
in proinsulin processing, reduced amounts of mature insulin granules and impaired
insulin secretion.

FKBP2 (OE) overexpression has the opposite effect — it stimulates the synthesis
of P-cell maturity markers and improves insulin production, suggesting that
FKBP?2 is a factor that promotes B-cell maturation.

The use of induced knockout (iKO) enables controlled deletion of the FKBP2
gene and allows for the temporary separation of the roles played by the FKBP2
gene/protein in the early and late stages of differentiation.

Under KO conditions, endoplasmic reticulum (ER) stress activation is observed,
as confirmed by elevated levels of PERK, ATF6, and increased cytoplasmic calcium
levels (decreased SERCAZ2 protein levels).

Ultrastructural analyses revealed significant defects in the structure of secretory
granules in P-cells lacking FKBP2, which may explain their impaired secretory
function.

Single-cell RNA sequencing revealed that FKBP2 deletion disrupts the trajectory
of cell differentiation towards the B-cell phenotype, and the population becomes
more heterogeneous, with a higher proportion of a-cells.

HDACY is synthesized in cells with FKBP2 deletion and its location in the cell is
mainly in the cell nucleus. Increased protein synthesis correlates with a decrease in
the synthesis of a key marker of B-cell maturity, indicating that HDACY acts as a
repressor of differentiation and maturation of these cells.

Pharmacological intervention inhibiting HDAC9 function partially restores the
synthesis of B-cell maturity markers, indicating the potential application of this

strategy to reverse B-cell differentiation disorders under ER stress conditions.

10) Induction of ER stress using DTT confirmed that FKBP2 has a protective effect

on B-cells.
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